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Abstrakt

Diplomova prace se zabyva studiem interakce buné¢k na nanostrukturovanych povrSich
Z oxidu titaniCitého, které jsou vytvarené pomoci elektrochemické metody zvané anodicka
oxidace. V teoretické Casti je vytvoren piehled vyroby nanostrukturovanych povrchi pomoci
metody anodické oxidace. Je zminén vliv vnéjSich faktor na geometrické parametry struktur
a popis metod charakterizace struktur. Dale je zpracovan piehled vyuziti pro biomedicinské
aplikace a popis interakce bun¢k s povrchem. V praktické casti je uveden postup vyroby
nanoporéznich a nanotubularnich struktur na tenkych vrstvach titanu pfimou metodou
anodické oxidace, u kterych je sledovan vliv vnéjsich faktort. Dale je uveden postup a vyroba
ty¢inkovitych struktur a nanotecek, vytvafenych pomoci aluminové Sablony (AAO), na
kterych je nasledné provedeno studium chovani bunék, které zahrnuje testy adheze, zkouméani
morfologie adherovanych bunék, testy proliferace a diferenciace. Struktury jsou v ramci
zkoumani interakce bun€k s nanostruktutovanou vrstvou porovnavany s hladkym povrchem

oxidu titanic¢itého.

Klicova slova: oxid titani€ity, anodicka oxidace, nanostruktury, adheze, proliferace

Abstract

This thesis deals with the study of cells on nanostructured surfaces of titanium dioxide, which
are produced by the electrochemical method called anodic oxidation. The theoretical part is
formed by an overview of manufacturing nanostructured surfaces using anodic oxidation
method. It mentions the influence of external factors on the geometric parameters of the
structure and description of methods of characterization structures. Furthermore there is
processed outline of use for biomedical application and the description of interaction of the
cell with surface. The practical part includes description of the production of nanoporous and
nano-tubular structures made on thin films of titanium by direct method of anodic oxidation
on which was studied the influence of external factors. Described a procedure and production
of nanorods structures and nanodots generated using alumina template (AAO) which is
subsequently carried out the study of the behavior of cells, which includes tests of adhesion,
examination of morphology of cells, assays of proliferation and differentiation. Structures are
under investigation of the interaction of cells with the nanostructured layer compared with the
smooth surface of the titanium dioxide.

Keywords: titanium dioxide, anodic oxidation, nanostructures, adhesion, proliferation
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Uvod

Nanotechnologie prochazeji v posledni dobé velkym vyvojem, coz dokazuje i rozmach jejich
vyuziti v nejriznéjSich odvétvich lidské cinnosti a také stdle vétsi povédomi o téchto
technologiich z fad Siroké vetejnosti. Skytaji totiz ohromné moznosti moznych aplikaci a je
jisté, Ze o nich uslySime ¢im dal vice. V poslednim desetileti je vyvijeno enormni usili
Vv oblasti zakladniho vyzkumu, zejména v oblasti nanoelektroniky. Jednim z obort, do kterého
nanotechnologie zasahuji stale cast&ji, je oblast zdravotnictvi. Biomaterialy v podobé
implantatl (vazy, cévni §té€py, srde¢ni chlopné, zubni implantaty) a zdravotnickych prostifedka
(kardiostimulatory, biosenzory, umélé srdce atd.) jsou Siroce vyuzivany k nidhrad€ nebo
obnové funkei poskozenych tkani a orgdnt a tim dopomdhaji ke zlepSeni kvality Zivota
pacientt [1].

Celosvétova investice jen do kloubnich implantat je roéné okolo 23 biliénu dolard [2]
a jen v Ceské republice se roéné provede okolo 100 000 totalnich endoprotéz kyéelniho
kloubu [3]. Vzhledem k rostoucimu veéku doziti a Zzivotnimu stylu dnesni doby se
predpoklada, ze toto Cislo bude rok od roku vyssi. Materidlem, ktery se pro kloubni nahrady
vyuziva, je asi ze 40 % titan, a to pfedev§im diky jeho unikatnim vlastnostem, kterymi je
biokompatibilita, lepsi odolnost proti korozi, trvanlivost a pevnost [1].

Interakce implantatt z Cistého titanu s tkdni ovSem neni dostatecné kvalitni. Proto se
zkouma vyuZiti modifikace povrchu na oxid titani€ity, ktery lze pfipravit riznymi metodami
a s rozmanitym geometrickym uspofadanim. Povrchové vlastnosti véetné slozeni, drsnosti,
smacivosti a textury takovychto povrchl vyrazn€ ovliviiuji bunééné chovani. Vlastnosti
povrchu maji vliv na adhezi bunky, jeji morfologii, metabolismus, proliferaci a diferenciaci.

Cilem diplomové prace bylo seznamit se s vyrobou riznych typd nanostrukturovanych
povrchil z oxidu titanicitého pomoci elektrochemické metody zvané anodicka oxidace. Dale
jsem se zaméfila na piehled vyuziti TiO; struktur pro biomedicinské aplikace a vliv vnéjsich
podminek na vyslednou geometrii struktury. Jednotlivé vlivy byly téz otestovany v praktické
¢asti, ktera zahrnovala vyrobu raznych TiO; struktur a pravé sledovani vnéjSich parametri
a jejich vlivli na vyslednou geometrii. Jednotlivé vzorky struktur byly poté charakterizovany
pomoci rastrovaciho elektronového mikroskopu. Smacivost nanostrukturovanych povrchi
ptipravenych pro sledovani interakce bun¢k s nimi, byla zmétena pomoci méteni kontaktniho
uhlu.

Biokompatibilita jednotlivych druhi pfipravenych povrchli byla poté zkoumana pomoci
osteoblastické bunééné linie MG-63. Cilem bylo zhodnotit adhezi a morfologii bungk,
interagujicich s riznou topografii povrchu, s vyuzitim mikroskopickych technik. Stanoveni
proliferace bunék a alkalické fosfatazy jako biomarkeru aktivity osteoblastii byla hodnocena

pomoci kvantitativnich testt.



|. TEORETICKA CAST

1. NANOTECHNOLOGIE

Termin nanotechnologie se objevil v roce 1974, kdy jim japonsky fyzik oznacil novou méfici
metodu, ktera umoznovala vyrobu soucastek s piesnosti na nanometry. V soucasnosti
ale pojem nanotechnologi zahrnuje interdisciplinarni obory, zaméfené na zkoumani a vyuziti
novych a netradicnich vlastnosti nanomateriali, pro vyvoj novych struktur, materiali
a zafizeni. Nanotechnologie tedy ¢asto musi obsahnout védni obory z oblasti fyziky, chemie,
molekularni biologie a inzenyrstvi. Jiz z nazvu vyplyva, Ze se zkoumané struktury ¢i ¢astice,
tvotici stavebni jednotky nanomateriald, pohybuji v rozmezi od 1 nm do 100 nm. Do 1 nm se
vejdou pfiblizné 3-4 atomy. V tomto rozmezi velikosti se nachdzi i mnoho biologickych
objektd, jako jsou viry (10-200 nm) nebo bilkoviny (5-50 nm). Da se tedy fici, ze vétSina
zivotnich procest probiha pravé v nanorozmeérech.

Nanotechnologie patii k jedné z novéjSich védnich disciplin a obsahuje velice Siroké
spektrum vyuziti a moznost aplikaci v mnoha oborech. Dne$ni doba klade duraz
na miniaturizaci (nejvice patrné v oblasti elektroniky) a neustdlé ekonomické zefektnéni
a vylepSovani technologii pro zlepSeni a usnadnéni lidskych c¢innosti. Proto je rozvoj
nanotechnologii velice aktualni. Jednou velkou oblasti nanotechnologii je vyvoj a vyzkum
nanomaterialll. Mezi tyto materialy zahrnujeme nanostrukturni kovy, slitiny, tenké vrstvy
a povlaky, kvantové teCky nebo nanostrukturované keramické povrchy, kompozity a rizné
druhy nanovldken. DalSi podskupinou jsou technologie pro ptfenos dat zahrnujici obory
nanofotoniky, optickych materiald a nanoelektroniky. Dale miuzeme zminit technologie
pro aplikace v senzorech a elektrochemické zpracovani, jako jsou filtratni membrany
nebo elektrody s nanostrukturnimi povrchy apod. [4]

Velkou, Siroce zkoumanou skupinou ztéto oblasti jsou nanobiotechnologie
a nanomedicina. ,,Nanomedicina mtize byt definovéna jako sledovani, opravovani, stavba
a kontrola nad c¢lovékem na molekulové urovni biologickym systémem, ktery je tvoien
Z nanosoucastek a nanosystémtt [5].“ V tomto sméru jsou zkoumany napf. moznosti
zapouzdrovani 1éki a jejich cilend doprava v téle na konkrétni misto 1é¢by pomoci nanocastic.
Tim by bylo zabranéno kontaminaci nebo poSkozeni mist, kde 1écebné zdsahy nejsou nutné.
Dal$im odvétvim je tkanové inZenyrstvi zabyvajici se zkoumanim vhodnych nahrad
nebo 1écbou tkanovych struktur napiiklad s vyuzitim nanovlaken tvoficich matrix k uchyceni
bun¢k nadhradni tkané. Stimto je uzce spojena oblast vyvoje  biokompatibilnich
¢i bioanalogickych vrstev a materiali. Biokompatibilita je totiz zékladni a stézejni vlastnosti
pro vétSinu biomedicinskych aplikaci, naptiklad pii tvorbé implantati. Vse zkoumano
do detailu v nanométitku. [4]

Jednotlivé struktury Ize rozd¢lit podle n€kolika aspektli. Podle dimenzi muzeme rozdélit
nanostruktury na 0D, 1D, 2D a 3D. Jako 0D nanostruktury se oznacuji tzv. kvantové tecky,

2



které je mozno vytvofit chemickymi metodami tak, ze je kontrolovatelna jejich velikost.
Diky témto aktivnim soucastkdim bylo vytvofeno jiz mnoho prototypi od pamétovych
jednotek pies senzory a detektory az po laser. Do popiedi zajmu se ale v soucasnosti dostavaji
1D struktury, které zahrnuji tyCinky, trubicky, pasky a dal$i struktury o ruznych
geometrickych parametrech. Tyto struktury umoznuji zjiStovat mechanické, elektrické
nebo termalni zavislosti materiald. Problematicka je ovSem jejich reprodukovatelnost, jelikoz
pfi vyrobé hraje roli velké mnozstvi aspekti a wvné&jSich podminek. Dvou-rozmérné
nanostruktury (2D) byly rozsahle zkoumany hlavné v oblasti polovodi¢t. Lze je piipravit
pomoci techniky zvané epitaxe z molekularniho svazku [6]. 2D struktury jsou
Charakterizovany jako povrchy ¢i povlaky o tloustce pouze né€kolik nanometri. Mezi 3D,
tedy trojrozmérné nanostruktury, patii praskovité, vlaknité, vicevrstvé a polykrystalické
struktury, v nichz jsou 0D, 1D nebo 2D konstrukéni prvky v uzkém kontaktu a tvofi
mezi sebou rozhrani [7]. Jednotlivé typy struktur jsou zobrazeny nize na Obr. 1-1.

shluky molekul,
kvantové tecky

0D 1D 2D 3D

trubicky, tycinky povlaky, filmy, vrstvy polykrystaly

Obr. 1-1: Rozdéleni nanostruktur podle prostorového usporadani [7]



2. OXID TITANICITY (TiO,)

Z kovovych oxidid je pravé oxid titani¢ity (TiO;) jednim z nejzkoumanéjSich a nejvice
publikovanych materiali vyuzivanych pro tvorbu nanopovrchi. Poskytuje moznost tvorby
nepieberného mnozstvi struktur s riznymi geometrickymi parametry, které jsou zavislé
na podminkach, pti kterych jsou pozadované struktury vytvaieny.[8]

Samotny oxid titani€ity je nerozpustny, inertni a netoxicky bily prasek o velmi vysokém
bodu tani a to nad 1800 °C. V primyslu se vyuziva ptedevsim jako bily pigment pii vyrob¢
porcelanu, skla, zubnich past i v potravinafstvi (barvivo E171) napiiklad pfi béleni mléka.
Diky unikatnim ioniza¢nim, elektronickym vlastnostem, a biokompatibilité, je vSak TiO,
vhodny pro vyuziti v nanotechnologiich. Vyskytuje se ve tfech krystalickych strukturach
patrnych z Obr. 2-1, ve formé rutilu, anatasu a brookitu. Anatas ma lepsi fotokatalytickou

aktivitu, zatimco rutil je vice chemicky stabilni forma.[9]

\ )
brookit

rutil anatas

Obr. 2-1: Krystalické struktury TiO, [10]

Krystalickd struktura a polovodiovy charakter umoznuji jeho vyuziti v oblasti solarni
energetiky, kdy je tento material vyuzit pro solarni buniky a fotokatalytické reakce. UmozZiluje
téz produkci vodiku zvody, ktery je povazovan za palivo budoucnosti. Tato vlastnost
v kombinaci s UV zafenim je vyuzitelna také pii rekultivacich nebezpecnych odpadd,
pfi ¢iSténi  kontaminovanych spodnich vod, ovzdusi a ma antibakteridlni ucCinky.
Nanodisperzni oxidy titanu jsou aktivni vici vSem vojensky vyznamnym toxickym latkam
a testuje se jejich vyuziti k odmotovani vojenské techniky. Jednou z nejcennégjsich vlastnosti
pro biomedicinské aplikace je ovSem biokompatibilita, diky niz je mozné TiO, nanostruktury
vyuzit napiiklad na povrchu titanovych implantati, které jsou v soucasnosti vyuzivany
ptiblizné ve 40 % ptipadl. Povrch anatasu je ovSem hydrofobni, coZ mize v biomedicinskych
aplikacich  ¢Cinit jist¢é problémy. Tato vlastnost Ize vSak odstranit pasobenim
napt. ultrafialového zéafeni. Po aplikaci se oxid stava siln¢ hydrofilnim az do miry, kdy se

na povrchu mize vytvofit kompaktni molekularni film vody. [8,11,12]



3. VYZNAM NANOSTRUKTUROVANYCH TiO, POVRCHU
PRO BIOMEDICINSKE APLIKACE

Materialy vytvarené pro biomedicinské vyuziti musi byt piredev§im biokompatibilni tedy
»tolerovany builkkami“, bez cytotoxického, mutagenniho a imunogenniho ptlisobeni
a s vhodnymi mechanickymi vlastnostmi. Nanostruktury z oxidu titanic¢itého se obecné
povazuji za ptiznivé prostiedi pro zivot bunék. Stimuluji jeji adhezi, zivotnost, migraci,
proliferaci a metabolickou aktivitu. Tento fakt ovSem neplati u vSech struktur. Na bunécnou
adhezi a proliferaci ma vliv velké mnozstvi aspektli, mezi které patii smacivost povrchu,
chemické slozeni, struktura, parametry povrchu a dal$i. Hlavni vyhodou nanostruktur
oproti hladké formé¢ oxidu je prostor ve strukturach, ktery umoznuje proudéni té€lnich tekutin
dilezitych k vyziveé bunék.

Buniky, které se podileji na stavbé a remodelaci kosti se nazyvaji osteoblasty.
Pokud osteoblasty produkuji mezibunéénou hmotu, vykazuji vysokou aktivitu enzymu
alkalické fosfatdzy a tim se podileji na mineralizaci kostni tkan¢, kterd je nutna ke kvalitni
osteointegraci implantatu. Cim je osteointegrace silngjsi, tim lepsi je hojeni a stabilita
implantatu v Case.

Cisty titan oviem neni dostate¢nd bioaktivni, tak aby se vytvofila pevna vazba s kosti,
coz muze vést k selhani implantatu. Proto se zkoumaji rlizné modifikace pro zvySeni
bioaktivity jako napf. pokryti TiO; s riznym geometrickym uspofadanim, chemické oSetfeni,
plazmové nastfiky hydroxyapatitu, organické povlaky, vyuziti riznych slitin kovli a mnohé
dalsi. [13-15]

3.1. Interakce buiiky s povrchem

V ptipadé ptivétivého prostiedi se burika nejdfive navaze na povrch (tzv.adheze), rozprostie
se (spreading) a poté se za¢ne mnozit (proliferace). Interakce mezi nanostrukturovanym
povrchem a buiikou obstardvaji membranoveé receptory tzv. integriny. Pfevazné ty rozhoduyji,
zda je povrch vhodny pro bunéény rist ¢i nikoliv. Pokud je povrch morfologicky optimalni
vytvoii se komplex s fokalni adhezi, tzv. FA komplex. Tento komplex je tvoreny seskupenim
integrinovych receptortl, ktery je pfimo napojen na aktinova filamenta bunééného cytoskeletu
a vytvaii tzv. stresova vlakna (stress fibres). Interakce bufiky s tubularni nanostrukturou je
znazornéna na ODbr. 3-1 nize.[15] Obecné je pfijiman fakt, Ze na bunky nejlépe pisobi
struktury, které se topograficky co nejvice pfiblizuji plvodni tkani. V ptipadé kosti se
jako vhodné uvadi nanostruktury s velikosti otvord pod 100 nm.[2]
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Obr. 3-1: Interakce bunky s tubuldrnim nanostrukturovanym povrchem z TiO [15]

3.1.1. Bunécné linie vyuZzivané pro testovani nanostrukturovanych povrchu
Materialy ur¢ené pro implantace musi byt nejdiive testovany in vitro na bunéénych kulturach
a az poté in vivo na laboratornich zvifatech. K in vitro materidlovym zkouskdm se vyuzivaji
bunééné linie, které predstavuji homogenni, dobfe definovanou a relativné snadno dostupnou
bunécnou populaci. Hlavni vyhodou téchto linii je schopnost poskytnout reprodukovatelné
vysledky. Bunééné linie jsou ziskavany z nadorovych bunék nebo selekci bun€k z priméarnich
kultur pomoci mutagend.

Mezi zviteci bunécné linie vyuzivané pro testovani biomateriald patii bunky podobné
osteoblastim UMR-106 , mysi buiiky kostni dfené MBA-15 a mysi progenitorové MC3T3-E1
bunky, které jsou sice pivodem fibroblasty, ov§em ve vhodném kultivaénim prostiedi jsou
schopny diferenciace na osteoblasty. Lidské bunécné linie podobné osteoblastim, odvozené
z kostni tkan¢, jsou CPC2, TE-85, MG-63, Saos-2, U-20S. T kdyz jsou tyto bunécné linie
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odvozeny z osteosarkomu, zachovavaji nejdulezitéjsi znaky diferenciace osteogenni bunky.

[2]

3.1.2. Adheze bunék

Adheze neboli prilnavost buiikky a jeji Zivotaschopnost na nanostrukturovaném povrchu je
zprostiedkovavana pomoci proteintt mezibunééné hmoty (ECM), kterymi jsou nejcastéji
fibronektin, vitronektin, kolagen, laminin a fibrin. Tyto proteiny jsou adsorbované
z kultiva¢niho média nebo jsou pfimo syntetizovany buiikou. Molekuly téchto proteind jsou
k povrchu vazany slabymi chemickymi vazbami. Mnozstvi a typ téchto proteinti hraje stézejni
vliv v GspéSnosti implantace. Burika je poté na tyto proteiny pfichycena pomoci adheznich
receptort (integriny). Kromé téchto receptort existuji i dal§i adhezivni molekuly, které se
podileji jak na tvorbé fokalnich kontaktd, tak zajist'uji interakci mezi buitkami vzajemné.[16]

Pro adhezi bun¢k je vhodny hydrofilni povrch, ktery zptisobuje piednostni adsorpci

proteinii zprostiedkujicich adhezi (vitronektin, fibronektin). V opacném ptipad¢, tedy kdyz je



materidl hydrofobni, dochazi k pfednostni adsorpci albuminu, ktery je pro bunku
neadhesivni.[17] Navazani adsorp¢nich proteini je ovlivnéno také povrchovym nabojem
povrchu struktury. Interakci negativné nabité buiniky osteoblastli a negativné nabitého povrchu
TiO, zprostfedkovavaji pravé pozitivné nabité molekuly fibronektinu. Vys$§i hustota
povrchového naboje tedy usnadiuje adhezi bunék.[18]

Adheze bunék na nanostrukturované povrchy je téz zavisla na priméru otvorl
ve strukture, tedy pori ¢i trubek. Adheze a rozprostieni bunky roste s klesajicim primérem.
Razné studie ovSem publikuji celkem rozlisné vysledky ohledné ideédlni velikosti otvora
ve struktufe. Obecné se ovSem tyto hodnoty pohybuji od 15 nm [19] do 40 nm [2]
pro nanotrubice, které jsou z pohledu nanostruktur nejéastéji studovany.

Adheze bunék se primarné hodnoti podle poctu navazanych bun¢k v ¢ase. Muze byt
hodnocena také pomoci vizualizace bun¢k za piispéni fluorescenéniho znaceni nebo pomoci
rastrovaciho  elektronového mikroskopu, kdy je nutné bunky vhodné upravit.
Podle morfologie bun¢k lze rozhodnout, zda je prostiedi pro buniku pfiznivé ¢i nikoliv.
Mizeme rozlisit téi rizné tvary buiiky, které jsou zobrazeny na Obr. 3-2 a to kruhovou,
rozvétvenou nebo podlouhlou. Navazanim fluorescencnich barev lze obarvit naptiklad
vinculin, coz je protein ve fokalnich adheznich komplexech, ktery se podili na vazb¢ integrinu
a aktinu cytoskeletu buiiky. Dale Ize barvit aktin, ktery je hlavni slozkou mikrofilament,

které tvofi oporu bunky a tim udavaji jeji tvar. Lze 1 specificky barvit jadro bunky.

a) Kruhova b) Rozvétvena 03 Podlouhla
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Obr. 3-2: Riizné morfologie bunék zobrazenych pomoci fluorescencni mikroskopie,

zelend-aktin, cervend-vinculin, modrd-jadro burky [20]

Fluorescence jako takova vznikd ozafenim vzorku specifickou vinovou délkou,
coz vede k vybuzeni fluorescencni barvy (fluoroforu) a k naslednému navratu na ptavodni
energetickou hladinu za soucasného vyzafeni fotoni svétla o znamé vinové délce, ktera je
opet specifické pro dany typ fluorescencni barvy. Nejbéznéji pouzivana fluorescenéni sonda
K uréeni zivotaschopnosti buiky je napfiklad calcein, ktery vyuziva propustnosti
cytoplazmatické membrany a je zadrzovan v zivych bunkach, které nemaji poruSenou

membranu. Emisni spektrum calceinu je v oblasti zelené barvy. DalSim velice vyuzivanym
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barvivem je proprium jodid, ktery se vaze na nukleové kyseliny a jeho emisni spektrum je
v ¢ervené oblasti. Pomoci téchto dvou fluorofort 1ze dobie odlisit mrtvé a zivé bunky. [21]

V ptipadé vizualizace bunek pomoci SEM mikroskopu jsou bunky nejdiive fixovany
pomoci 2-2,5% glutaraldehydu nebo paraformaldehydu a poté jsou dehydratovany v nékolika
alkoholovych roztocich s rostoucim gradientem od 10%[22], 30%[23] nebo 50% [13] vzdy
do 100% cistého roztoku alkoholu. Tim se bunky zbavi veskeré vlhkosti, ktera je nezadoucim
jevem pii zobrazovani elektronovym mikroskopem. Pro lepsi zviditelnéni bunck se nckdy
vyuziva téZ pokoveni tenkou vrstvou, nejCastéji zlata [22], jeho slitin nebo platiny [24],

které prispiva ke zvySeni vodivosti povrchu.

3.1.3. Proliferace bunék
Proliferace je zvySovani poc¢tu bunék v dusledku ristu a déleni. Pokud buiika proliferuje,
znamena to, Ze je na povrchu schopna pfezit a mnozit se. Pro zivotaschopnost
a proliferaci bunék jsou klicové signaly, pfijimané prostifednictvim interakci mezi bufikami
vzajemné a praveé také mezi buikou a substratem. Pokud dochazi k ptijmu vSech potiebnych
signalti z okoli, mize buiika proliferovat.

Pro proliferaci je primarné nutna dobra adheze bunck. Na proliferaci ma, jako v pripadé
adheze, vliv cela fada faktorii, mezi které patfi smacivost povrchu, povrchovy naboj, drsnost
a toxicita povrchu. Napf. vrstvy s nanostrukturovanym povrchem vykazuji lepsi proliferaci
kostnich bungk, se zvySujici se drsnosti materialu ov§em klesa schopnost proliferace. [2]

Proliferaci je mozné méfit pomoci métfeni obsahu DNA za vyuziti fluorescence [25].
Nejcasteji se ovSem vyuzivaji MTT nebo XTT testy. MTT test je metoda, kterad je zaloZena
na redukci Zlutého tetrazolium bromidu (MTT) na nerozpustnou formu zvanou formazan.
Reakce probihd na mitochondridlni membrané zivych bunék. Formazan se poté rozpousti
pfidanim silného detergentu (DMSO, SDS). Charakteristické modro-fialové zabarveni se
vyhodnocuje spektrofotometricky pii vlnové délce 540 - 570 nm. Hodnota absorbance
roztoku odpovida mnozstvi Zivych bunék. Cim tmavsi je barva, tim vy3i je absorbance a tim
je také vyssi procento zivych bunék. Linearni vztah absorbance k poctu bunék umoznuje
pfesnou kvantifikaci zmén a uréuje miru proliferace bunék. [26] XTT test oproti tomu
vyuziva odlisného derivatu tetrazoliové soli, ktery je redukovan mitochondriemi za vzniku
oranzového barviva rozpustného ve vodé, ¢imz se zvysuje citlivost této metody. Rozdil
mezi XTT a MTT testy v barevnosti vzorka o riizné koncentraci bunék je patrny z Obr. 3-3.
Koncentrace barviva je jako v pfedchozim piipadé pfimo timeérna metabolicky aktivnim
bunkam. [27]
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Obr. 3-3: Priklad zabarveni vzorkii s riiznou koncentraci zivych bunék po MTT a XTT testu
proliferace [28]

Béhem proliferace mohou byt detekovany také enzymy, které bunka vytvati. Pfi zrani
a formovani kostni tkan¢ se bunka vyznacuje naptiklad nadmérnou expresi alkalické fosfatazy
(ALP). Pokud tedy bunika produkuje vétsi mnozstvi tohoto enzymu, znamena to, ze bunka
proliferuje. Aktivita ALP je markerem schopnosti diferenciace bunék, coz je za normalnich
podminek v téle znamkou napiiklad onemocnéni jater nebo kosti. Po implantaci je ovSem
zvySena aktivita zadouci, jelikoz znaci dobrou osteointegraci bun¢k na implantat. Pfitomnost
alkalické fosfatdzy je detekovana pomoci p-nitrofenyl fosfatu. Tato latka je substratem,
ktery v pfitomnosti ALP defosforyluje a méni se na Zluty produkt. Poté 1ze koncentraci méfit,
obdobné jako u MTT a XTT testd proliferace, pomoci absorbance na specifické vinové délce,
ktera je stanovena s ohledem na vytvoreny produkt reakce. Konkrétné¢ u premeénéného
p-nitrofenyl fosfatu na p-nitrofenol je to 405 nm. Alkalicka fosfataza se vyhodnocuje pomoci
jeji aktivity, kterd se ptrepocitavd pomoci jednoduché rovnice a stanovuje se v jednotkach
[U/mI]. U je zde tzv. enzymova jednotka udavajici mnozstvi enzymu katalyzujici pfeménu
jednoho mikromolu substratu za jednu minutu. [22,23,29]

3.2. Biomedicinské aplikace titanu

Rozvoj prvnich aplikaci titanu v oblasti mediciny byl zalozen, tak jako mnoho dalSich,
predevsim na pokroku ve vyrobnich procesech a zvySujicich se pozadavcich ve vojenském
a leteckém primyslu za druhé svétové valky. Titan se pouzival ptedev§im u chirurgickych
a zubnich zafizeni. Vyuziti titanu a jeho slitin jako biomateridlu oproti nerezovym slitindm
na bazi kobaltu vzristalo. Oproti t€émto nerezovym slitindm se ty titanové vyznacovaly
menSim modulem pruznosti, lepSi biokompatibilitou a také lepSi odolnosti viici korozi.
Tyto unikatni vlastnosti podnitily rozvoj slitin na bazi titanu a dalS$i vyvoj napiiklad
ortopedickych metastabilnich slitin.[30] Mezi biomedicinské aplikace titanu a titanovych
sloucenin patii predevsim ndhrady tvrdych tkéni (ortopedické a zubni implantaty),
déle srdecni a kardiovaskuldrni ndhrady a aplikace, vyroba stentl pro mocovy méchyi

a vyuziti nanostrukturovaného povrchu pro antibakterialni aktivitu a ptisun 1éka.



3.2.1. Nahrady tvrdych tkani

Tvrdé tkan€ jsou Casto poSkozeny v dusledku traz, starnuti, a jinych pficin. Je béznou praxi
chirurgicky nahradit poskozené kosti pomoci umélych nahrad. V zavislosti na oblastech,
ve kterych jsou implantaty vlozeny a funkci, kterou maji poskytovat, se riizni pozadavky
na endoprotetické materialy. VySe uvedené vlastnosti, titan a jeho slouceniny ptedurcuji
k vyuziti na kostni nahrady. Nizky modul pruznosti titanu a jeho slitin je obecné chapan
jako biomechanicka vyhoda, protoZze mensi modul pruznosti miize mit za nasledek mensi
namahani kosti.[30]

Rozhodujici vliv na GspéSnou implantaci kostni ndhrady ma samoziejmé tvar a kostni
ukotveni implantatu. Kvalitni osteointegrace zajiStuje stav dlouhodobé stability protézy.
Vlastnosti materialu, které mohou osteintegraci ovlivnit jsou pfiprava povrchu, chemické
slozeni, povrchové natéry a modifikace, sterilizacni postupy, topografie a mnoho dalSich.
Muze ji znacné€ ovlivnit i nanomodifikace povrch implantatu. Hojeni tkan¢ okolo implantati
zahrnuje kaskadu bunéénych i nebunécnych biologickych procesd, které se odehravaji
na rozhrani kovového materidlu a kosti. Kaskada téchto biologickych udélosti je regulovana
pomoci rlastovych faktorti, které jsou aktivovany pravé na rozhrani kov-kostni tkan.
Jiz n€kolik studii potvrdilo, Ze trubickovita TiO, struktura zlepSuje, oproti klasickym hladkym
povrchiim, proliferaci a adhezi bunék. Zvyseni bunééné aktivity bylo prokazano jak in vitro,
tak in vivo studiich. Nanotubularni oxidové vrstvy zlepsuji pevnost sristu kosti s implantatem
a téz tvorbu kolagenu. Vysledky testovani titanovych slitin (napf. Ti-6Al-7Nb, TiZr)
naznacuji jejich budouci vyuziti v ortopedické bunécné terapii. Dal§im klicovym faktorem
U kostnich implantatti je tvorba hydroxyapatitu na povrchu implantatu, které se tvofi pomoci
télnich tekutin. Je prokazano, Ze se tato latka tvofi mnohem rychleji na strukturovanych TiO,
povrsich, oproti hladkym povrchiim.[18,30-32]

NejcastéjSim vyuzitim titanu je ndhrada kycelniho kloubu, kde se kovovy diik s hlavici
uchyti ve stehenni kosti. Dalsi Castou aplikaci jsou zubni implantaty, kde je kofen zubu
nahrazen titanovym Sroubovitym pilifem, ktery se usazuje do Ccelisti podle Obr. 3-4.
Podle polohy a tvaru je mizeme specifikovat jako subperiostalni, transostalni a endoostalni.
Transostalni a endoostalni jsou zavadéné do horni nebo dolni Celisti. Subperiostalni implantat
se zavadi mezi kost a dasen. Pouziva se u pacientd, ktefi nemaji dostate¢n¢ vyvinutou kost

pro zavedeni kofenového implantatu. Tento typ je pouzivany jen ziidka. [30]
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Obr. 3-4: Implantat zubniho korene z titanu [33]

Bakteridlni infekce od implantabilnich zdravotnickych prostfedkti je problém,
ktery nelze 1éCit tradi¢nimi antibiotiky, vzhledem k zvySujici se pfevaze antimikrobidlni
rezistence a tvorbé biofilmu. Nanotubularni struktury ovS§em mohou zna¢né ovlivnit reakci
bakterii jako je Staphylococcus epidermidis a Staphylococcus aureus, zodpovédnych
za ortopedické a dalsi infekce souvisejici se zdravotnickymi prosttedky. Trubi¢ky z TiO,
0 vétsich pramérech znacné sniZzuji pocet téchto bakterii. Antibakterialni aktivita titanu a jeho
slitin by mohla byt zptisobena pravé nanostrukturovanym povrchem v zavislosti na pruméru
poru a trubek. Pfi pouziti titanovych slitin, které obsahuji prvky, které by mohly inhibovat
bakterie (napf. zirkon), byl prokazan zvyseny antibakterialni ucinek.

Soucasné ortopedické implantaty maji zivotnost okolo 10 az 15 let. To je zptisobeno
celou fadou dtivod, jako jsou infekce, zanéty a Spatna osteointegrace. Pro zlepSeni vlastnosti
titanu pro tyto aplikace je mozné potdhnout titan oxidovou nanostrukturovanou vrstvou
dopovanou 1é¢ivem napft. penicilinem, ktery redukuje infekci a zanétlivé reakce. Lécivo se
na vrstvu zachyti pomoci fyzikdlni adsorpce nebo depozici ze simulované télni tekutiny.
Elucni Cas 1é¢iva pii depozici je okolo tii dnti. NapIlnéné tubuldrni struktury lze také pokryt
hydrofobnim povlakem, ktery se odstrani fotokatalytickou interakci a tim lze dosdhnout
uvolnéni [é¢iva v konkrétni ¢as. TiO; trubicky je také moZzné naplnit magnetickymi ¢asticemi,
naptiklad z oxidu Zelezitého a tak umozZnit magnetické navadéni struktury na pozadovana
mista. Takovato struktura mize byt poté pouzita piimo pro fotokatalytické reakce s bunkami
nebo tkani. To by se dalo vyuzit pro selektivni ni¢eni nadorovych bunck. Pro zniceni
nadorovych bunék je mozno vyuzit i G€inkli UV zafeni. Je ale nutné zajistit pfimy pfistup

zateni na TiO; nanotrubi¢ky, coZ je znac¢né slozité. [31]
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3.2.2. Ostatni vyuziti
Jako dal$i moznost vyuziti nanostrukturovanych, ptedev§im tubularnich, TiO; povrchi jsou
aplikace pro mocovy méchyt a mocové cesty. Povrch mocového ustroji je ¢asto nedokonale
pokryt urotelidlnimi bunkami, které tvoii vystelku mocového méchyife a mocovych cest.
Ztrata této vystelky ma vliv i na hlubsi bunécné vrstvy a tim se zhorSuje imunitni schopnost
dané ¢asti. Stent Ize popsat jako vystuhu, ktera zajist'uje odtok moci.

Komplikace pfi zavedeni stentu jsou infekce, nebo ucpavani vedouci ke kornaténi
tkan¢. Témto komplikacim lze celkem dobfe zabranit tim, ze se podpoii tvorba monovrstvy
bun¢k na povrchu stentu. Tato vrstva bunék poté zabrani interakci imunitnich bunék
S bakteriemi na stentu. Jedinecnd povrchovd uprava nanostruktur, vytvofend pomoci
nanotechnologii, mize podpofit adsorpci proteinti dilezitych pro uroteralni bunky a tim
zlepsit adhezi a proliferaci bun€k. Pro tyto aplikace ovSem existuje zatim pomérné¢ malo
studii, i pfes slibné dosazené vysledky pii pokryti nanotubuldrni vrstvou v porovnani
s klasickymi titanovymi stenty. [18,31]

Diky svym unikatnim vlastnostem je titan vyuzivan i pro implantity a aplikace,
které jsou v kontaktu s krvi a obéhovym systémem. Nejdiive se vyuZzival na ochranna pouzdra
kardiostimulatord, dale na um¢lé srdecni chlopné, umélé srdce a zafizeni pro srde¢ni ob¢h.
U umélého srdce a pristroji pro udrzeni krevniho obé&hu je titan vyuzivan na mechanické
¢asti, jako jsou Cerpadla a také i jako povrchovy material, ktery je ve styku s krvi. Uméla
srdce vyrobena vyhradné z titanu, nebyla ovSem v klinické praxi pfili§ Gspésnd. Problém byl
ve srazlivosti krve ve styku spovrchem =zafizeni. Hlavnimi vyhodami titanu
v kardiovaskularnich aplikacich je jeho sila a nemagneticky charakter. To ovSem miZze
zaptic€init nékolik artefaktd pti vySetfovani pomoci magnetické rezonance (MRI). V praxi se
vyuzivaji také protézy srdecnich chlopni. Ty jsou konstruovany z krouzku a vzpér.

Titan je vyuzivan 1 jako material pro kardiovaskularni stenty, které vyztuzuji cévy a tim
udrzuji prichodnost krevniho obéhu. Takovy stent je zavadén do cévy pomoci specialniho
cévy a trombotickou okluzi cévy. Z tohoto dlivodu je nutné zlepsit antitrombotické vlastnosti
stentll. Toho Ize docilit pokrytim nanostrukturované oxidové vrstvy, na které se 1épe adsorbuyji
krevni proteiny, tim sniZuji trombogenni ucinky a také se zvySuje krevni kompatibilita.
[30,31]
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4. FUNKCIONALIZACE POVRCHU

Pro rizné¢ biomedicinské aplikace je vhodné modifikovat povrch struktury pro zlepSeni
piilnavosti builky na povrch. Tyto nanostrukturované povrchy mohou byt pozménény
ruiznymi metodami. Lze meénit povrchové vlastnosti navazanim protilaitek nebo peptida
nebo upravit smacivost povrchu pomoci aplikace UV zafeni, které pozméni polaritu
vrstvy.[18]

4.1. Ristové faktory

Ristové faktory lze navazat na povrchy napt. pfes SAM monovrstvy. Tim dochazi ke zvySené
diferenciaci kmenovych bunék na buiiky specifické. Ristové faktory vyuzivané k takovéto
modifikaci jsou kostni morfogeneticky protein-2, epidermalni faktory nebo vaskularni
endotelialni rlstové faktory. Naptiklad v pfipadé imobilizace epidermalniho rtstového
faktoru byla prokazana vétsi proliferace bun€k na tubularni struktufe s primérem trubek
100 nm. [18]

4.2. Proteiny

Fibronektin, vitronektin, kolagen, laminin a fibrin jsou proteiny, které hraji velice dilezitou
roli v modifikaci nanostrukturovaného povrchu oxidu titani¢itého. Mohou totiz pusobit
jako prostiednik mezi povrchem a bunéfnou membranou atim podporuji adhezi burky.
Navazani bunééné membrany na povrch nanostrukturovaného titanu probiha ve dvou krocich.
Nejdiive dochazi k nespecifickému kontaktu v dasledku plisobeni elektrostatickych sil a poté

dochazi ke specifické vazbé membranovych receptorti a tvorbé fokalniho kontaktu. [18]

4.3. Plasma

Funkcionalizace pomoci plazmy je povaZovana za velice Cisty, jednoduchy a flexibilni
zpusob, kterym Ize pozménit jak chemické, tak morfologické vlastnosti povrchi. Chemicka
modifikace je zplisobena poskytnutim chemickych funkénich skupin (karboxylové, aminové,
hydroxylové) skrze plasmu. Naptiklad vyuzitim allylaminu je poskytnuta stabilni a biologicky
kompatibilni aminovéa funkéni plocha, kterou lze vyuzit pro zlepSeni bunééné adheze, DNA
a proteinové adsorpce, imobilizace enzymu nebo pro vyuziti v biosenzorech. [18]

4.4. Modifikace pomoci UV zareni

Pomoci UV zafeni 1ze pozménit vlastnosti nanostrukturovanych povrchii a tim docilit lepsi
interakce povrchu s bunkou. Bylo prokazano, ze po aplikaci zafeni po dobu 48 hodin se
zvysuje osteokonduktivni kapacita, coz znamena, ze se zlepSuji povrchové vlastnosti a povrch

mize 1épe interagovat s okolni tkani [34]. Takto upravené povrchy vykazuji také lepsi adhezi,
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proliferaci 1 diferenciaci bunck. ZlepSeni adheze bun€k je doprovazeno téz véEtSim
a kvalitn¢jsim vyvojem cytoskeletu bun€k [35]. Povrchy zvySuji téz adsorpci proteint,
které jsou stézejni pro pfichyceni buiiky k povrchu. UV zafeni tedy bezpochyby zvySuje
bioaktivitu povrchu a umoziuje rychlejsi integraci mezi kostnimi buiikami a TiO, povrchem.
[36]

Smégivost povrchu zavisi na dobé aplikace UV zafeni. Cim déle je povrch vystaven
zafeni, tim vice smacivym se stava. DalSim parametrem, ktery ma vliv na modifikaci povrchu
je vinova délka pouzit¢ho UV zafeni. Lepsi hydrofilizace povrchu bylo dosazeno ozarenim
UVC o0 vinové délce 250 nm oproti UVA s vinovou délkou 360 nm. Rychlost adsorpce
bilkovin a upevnéni buiiky ovSem primarné zavisi na procentu reagujiciho uhliku na TiO;
a nikoli na hydrofilité¢ povrchu. [36,37]
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5. VYROBA TiO, NANOSTRUKTUR

Tvorba TiO, nanostruktur je mozna nékolika riznymi pfistupy, kterymi jsou sol-gel metody,
hydroterméalni pfistupy, metody za asistence Sablon a predevSim elektrochemické metody,

kde se vyuziva anodicka oxidace vrstvy titanu. Casovy vyvoj metod je zobrazen na Obr. 5-1.

1999,
1996. Hydrotermalni zpracovani
Metody s vyuzitim Sablon \
N
- 2001,
1998, Elektochemicka anodizace

Sol-gel procesy

N
1984,
Elektochemicka anodizace

Obr. 5-1: Vyvoj metod vyroby TiO, nanotrubicek v case [18]

Pti vyuziti Sablon lze ziskat Sirokou Skalu pozadovanych struktur povrch takika pfimo.
Sablona ma specificky tvar, primér a hustotu uspofadani, které uréuji vysledny povrch.
Po vytvofeni vhodné $ablony je také zajisténa kvalitni reprodukovatelnost. Sablony se tvofi
Z ruznych polymert, pfirodnich materiali nebo vrstev anodizovanych kovu (Al, Ti, Mg).
Nejcastéji je Sablona tvotfena pravé anodizovanou hlinikovou vrstvou, jejiz ptiprava je dobie
kontrolovatelna, a stejné jako titan tvofi pravidelné struktury. Zkratka pro pouZiti hlinikové
Sablony je AAO (Anodic Aluminium Oxide). Tvorba struktur s vyuzitim aluminové Sablony
zahrnuje vzdy vice krokidi. Prvnim krokem je vytvofeni Sablony anodickou oxidaci.
Poté se skrze Sablonu nechd prostoupit oxidova vrstva TiO; a nésleduje odstranéni Sablony.
Hlinikové Sablony se odstraiiuji pouZitim kyselin nebo alkalickymi roztoky. V ptipadé vyuZiti
Sablon pfi sol-gel metodach nebo pfi syntéze oxidu parni depozici, dochazi v procesu K suseni
nebo vypalovani oxidové vrstvy, coz komplikuje jejich pozdé&jsi odstranéni. Touto metodou se
nejéastéji tvofi nanoty¢inky. [38]

Dalsi netradi¢ni zpusoby tvorby nanostruktur vyuzivaji mikroviny o frekvencich
900-2450 MHz nebo chemické ucinky ultrazvuku, kterymi je akusticka kavitace bublinek
Vv kapalin¢ [39]. Nanovrstvy pro medicinské vyuziti jsou ovSem vytvareny piedevsim
konvenéni elektrochemickou anodizaci kovového titanu v podobé folie nebo tenké vrstvy.

Pouziti titanové folie v dosavadnich studiich prevazuje.

5.1. Anodick4 oxidace
Tvorba nanostrukturovanych povrchii touto elektrochemickou metodou prosla za poslednich
20 let velkym vyvojem a stala se jednou z nejvyuzivangjsich metod vyroby TiO; povrchi.

Vyroba anodickou oxidaci se provadi za potenciostatickych podminek, tedy pfi aplikace
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konstantniho napéti. Oxidace vrstvy kovového titanu zacind probihat po vneseni anodického
napéti podle Obr. 5-2. Vrstva kovového titanu je napojena na kladny pdl (anoda) a elektroda
je pripojena k zapornému polu (katoda). Jako katoda se nejCastéji vyuziva platinova (Pt)
elektroda. Pro tvorbu oxidovych nanostruktur je potieba, aby proces probihal v elektrolytu,
ktery obsahuje fluoridové ionty a nizky obsah vody. Diky krystalické struktufe titanu se
vytvaieji samoorganizované struktury v podobé port nebo trubicek. Oxidova vrstva nartsta
kolmo na kovovy substrat. Vyhodou tohoto procesu je rychlost. Nanostrukturované povrchy
lze vytvofit jiz za nékolik minut. Nelze ovS§em obsahnout pfili§ velké povrchy, tak aby byl
jejich povrch zcela homogenni.

Anoda (+) (-) Katoda
O

(+)

Ti

2e-

Tio2 1 Ti 4-
trubicky Ti TiO, Au

Obr. 5-2: Schéma formovani TiO, trubicek anodickou oxidaci a zobrazeni migrace iontii [40]

5.1.1. Casovy priibéh
Jelikoz aplikujeme konstantni napéti, mizeme pozorovat stadia tvorby oxidové vrstvy,
pomoci méteni prubéhu elektrického proudu, nebo 1épe proudové hustoty, v ¢ase. V piipadé
vytvaieni kompaktnich vrstev proudova hustota postupné klesa a oxidova vrstva na titanu
pravidelné nariistd. U pordznich struktur a trubic¢ek oxidovanych ve vodnych a organickych
elektrolytech jsou ovSem rozeznatelna tii stadia rdstu nanovrstvy, které jsou vyznaceny
v Obr. 5-3. Tyto faze ilustruji pfechodné jevy vrstvy oxidu titani¢itého.[40]
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Obr. 5-3: Optimalni proudova charakteristika pribéhu anodické oxidace [8]

V prvnim stadiu (faze 1) zacCina proces anodické oxidace. Tato faze zacina aplikaci
elektrického napéti, kdy zacne mezi katodou a anodou probihat elektricky proud. Ten ovSem
rychle klesd na minimalni hodnotu. To je zapfi¢inéno vytvoirenim odolné bariérové vrstvy
TiO,. Pti aplikaci 20-25 V tato vrstva dortsta az 50 nm. Diky pfitomnosti ionti ovSem
oxidagni proces nekonéi. Piitomné ionty (0%, OH", Ti**, F) se pohybuji skrze bariérovou
oxidovou vrstvu a pfedev§im diky fluoridovému iontu se za¢ina indikovat tvorba pori.
Prestoze je jiz zapocCaty proces tvorby pord, kiivka klesd na minimum, jelikoz proces je
neustale ovlivnén velkym odporem odolné bariérové vrstvy.

Nésleduje druhd faze (faze II), pfi niz proud zacne stoupat na maximum, jak pokracuje
tvorba porid. Bariérova vrstva je jiZz prostoupena otvory. Odpor oxidové vrstvy se sniZuje
avoxidu se vytvaii poérovita struktura. Cim vice port je, tim 1épe se tvoii a tim snadngji
mohou ionty prostupovat oxidem. Tato faze predstavuje ptechod od tenké anodické vrstvy
k vysokym strukturovanym povrchim. Omezené mechanické napéti zastavi nartst
oxidové vrstvy. Oxid je ovSem tlacen stale smérem vzhiru a tim se vytvaii siln€jsi pordzni
nebo trubickovity povrch. Toto se déje diky snaze minimalizovat napéti na rozhrani
kov-kovovy oxid.

Proud nakonec dosidhne konstantni hodnoty nebo klesne (faze III). To znac¢i dosazeni
ustaleného stavu a vznik tubularni (trubi¢kovité) nebo pordzni struktury. Po ustaleni se jiz
oxidova vrstva nemeéni. Stabilni stav je dosazen diky rovnovaze rychlosti tvorby oxidu
narozhrani kov-oxid a rozpousténi oxidu na rozhrani oxidové vrstvy s elektrolytem.
U trubi¢ek muze dochazet na konci procesu k tloustnuti stény u dna trubicky, kde je oxid
v kontaktu s kovovym titanem a naopak k ztenCovani vrchnich stén. Toto formovani je
zobrazeno nize na Obr. 5-4. P#i delSich procesech oxidace muze byt formovani ovlivnéno
difuznimi efekty, michanim elektrolytu v pribéhu (ovlivnéni gravitacnich efektl)
a viskozitou. [8,40]
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Obr. 5-4: Gradient stény tubularniho povrchu z TiO, a jeho SEM charakterizace

5.1.2. Tvorba kompaktni vrstvy
Anodizace titanu a tvorba kompaktni nebo téZ bariérové oxidové vrstvy je z historického
hlediska spojena s vyrobou $perkt, kde je vyuzito interferenéniho efektu rizné vysoké vrstvy
oxidové vrstvy. Oxidova vrstva se vytvaii diky pohybu iontG pii elektrickym polem
asistované anodické oxidaci. Jak oxidova vrstva roste, zvySuje se odpor a tim se cely proces
zpomaluje. Odpor oxidové vrstvy je natolik velky, Ze se po néjaké dobé proces rustu oxidové
vrstvy zastavi uplné. Finalni tloustka bariérové vrstvy mize dosahovat az stovek nanometra.
Elektrolyty vedouci k tvorbé bariérové vrstvy jsou roztoky kyseliny sirové, kyseliny

fosfore¢né nebo kyseliny octové. [40]

5.1.3. Tvorba porozni vrstvy
Pordzni a tubularni TiO; vrstvy se obecné tvoti anodickou oxidaci v elektrolytech s obsahem
fluoridovych iontd. Za kontrolovanych podminek se poté tvoii samoorganizované struktury.
Fluoridové ionty ovSem nemusi byt podminkou. Bylo prokazano, Ze lze vytvofit tubularni
TiO, strukturu oxidaci v chloristanovych, chloridovych nebo bromidovych elektrolytech.
Pouziti elektrolyt s fluoridovymi ionty je ovSem nejvyuzivangjsi. Titan a oxid titani¢ity se
nejlépe rozpousti pravé ve fluorid obsahujicich elektrolytech. Nejvice v téch s obsahem
kyseliny fluorovodikové (HF). Pti rozpousténi oxidové vrstvy je nutno dosdhnout konstantni
rychlosti rozpousténi v kazdém vzniklém poru, aby se dosahlo samoorganizované tubularni
struktury. Je tedy nutné odladit obsah iontl v elektrolytu tak, aby bylo dosazeno rovnovahy
mezi tvorbou a rozpousténim oxidu. Pokud této rovnovahy neni docileno, na tubularnich

vrstvach se mohou tvofit vrchni nezadouci struktury. [40]

5.1.4. Tvorba ty€inek a teCek pomoci aluminové Sablony
VeétSina studii zabyvajici se tvorbou téchto struktur vyuZzivaji pro jejich tvorbu piedevsim
sol-gel nebo hydrotermalni pfistupy. Lze vSak vytvofit i kvalitni struktury pomoci anodické
oxidace. Hlavni vyhodou pouziti Sablony je dobra reprodukovatelnost struktury. Pfi anodické
oxidaci je mozné vytvofit v jednom kroku, jak aluminovou Sablonu, tak oxidovou strukturu

titanu. Alumina je v podstaté pordzni struktura tvofena oxidem hlinitym (Al;O3). Vytvaii se
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stejné jako pordzni nebo tubuldrni struktury TiO2, avSak je méné citliva na parametry
elektrolytu. Napéti, které je pouzito pii vytvareni aluminové Sablony ovliviiuje velikost pora.
Je mozno dosédhnout rozmért od desitek az po stovky nanometrt, podle pozadované velikosti
tyCinek. Aluminové Sablony se po pouziti musi odstranit pomoci kyselych nebo alkalickych
roztokt. Jednou z moznosti je napiiklad leptadlo z oxidu chromového (CrOs) a kyseliny
fosforecné (H3PO,) pii teplotach od 40 do 60 °C [41] nebo zfedény hydroxid draselny (KOH)
[42].

Kvantové teCky z TiO; vynikaji mezi dalSimi hlavné svou biokompatibilitou, coz je
piedurcuje k biomedicinskym ucelim. VétSina kvantovych tecek je totiz toxickych, kvili
kademnatym iontim. Klicovym parametrem pro dosazeni tecek je pouzité napéti a také Cas
potiebny k piekonani spodni bariérové vrstvy aluminové Sablony. Velky vliv méa také pouziti
vhodného elektrolytu tak, aby nedoslo ke kontaminaci produktu. Diky rozdilnym anodizacnim
vlastnostem hliniku a titanu, je mozné pouZit na oba kovy stejny elektrolyt. Ve studii [43]
byla pouzita kyselina sirova o koncentracich od 1 do 3 mol.I*. Lze viak vyuZit i jiné kyselé
elektrolyty. Co se tyce napéti, bylo prokazano, Ze se zvySujicim se napétim roste prumér port
Sablony a tedy i velikost TiO, tecek. Teplota pii procesu by se méla pohybovat okolo 10 °C.
Nizsi teplota totiz zajiSt'uje vEtsi stabilitu vysledné struktury. [41,43]

Stejné jako u tecek, tak i u tyCinkovitych struktur ma na vysledny povrch vliv pouzity
elektrolyt, teplota, napéti a ¢as anodické oxidace. I v tomto pfipad¢ je nutné nastavit napéti
dostatecné vysoké, aby byla pfekonana spodni bariérova vrstva pfedem vytvofené aluminové
Sablony. U tyCinek se vSak pouziva lehce vysSiho napéti, jelikoZ potiebujeme, aby oxidova
vrstva titanu prorostla idedln¢ celou Sablonou. U napéti pro prostoupeni titanové vrstvy
Sablonou se vyuziva nab&éhova rampa v rozmezi od 0,1 V/s [42] do 1 V/s [44]. Udava se,
Ze nabéznd hrana potencidlu zajiStuje delSi tyCinkovité struktury. Pouzité napéti zavisi
na tloust'ce Sablony a muiZze nabyvat hodnoty od 10 do hodnoty 200 V. Vyssi napéti zajistuje
rychlejsi proces oxidace, ovsem ovliviiuje i stabilitu struktury. | v téchto ptipadech je dobré

provadet anodickou oxidaci pii nizsi teploté nez je pokojova. [42]

5.1.5. Chemicky model priibéhu
Proudové-Casova ktivka pribéhu anodické oxidace a rentgenova spektroskopie (XPS: X-ray
Photospectroscopy Studies) umoZnila vypracovani chemického modelu rastu TiO;
nanovrstvy. Tento chemicky model je popsdn pro situace s pouzitim vodnych a organickych
elektrolytd, vzhledem k tomu, Ze je pfitomnost vody nezbytna pro tvorbu nanotrubicek. Bylo
prokazano, ze vnéjsi anodicka vrstva obsahuje oproti vnitini prebytek hydroxilovych (OH’)
iontl. Tato hydratovana vrstva je obecné povazovana za hydroxid titanicity (Ti(OH)s)
a vnitini vrstva je reprezentovana TiO,. Ve skutecnosti ovSem neni vrstva rozdélena na Cisté
hydratovanou a dehydratovanou, ale je ur¢ena koncentra¢nim gradientem, ktery lze zapsat
jako TiOzxH20. Stupen hydrata¢niho gradientu skrze vrstvu je urcen rychlosti prubéhu
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anodizace. Gradient roste s rychlosti, jelikoZ pii rychlejsi oxidaci je do procesu zapojeno vice
vody.

Na anodg, kde probih4 oxidace, se uvoliuji Ti** ionty a elektrony podle rovnice (1).
Ti— Ti** +4e” (1)

Spolecné stim dochéazi k disociaci vody a tvorbé OH a 0% jontd diky vysokému
elektrickému poli, které usnadnuje toto Stépeni molekul vody. Toto vede K tvorbé
hydratovaného oxidu podle rovnice (2) a k tvorbé oxidu ¢istého podle rovnice (3). Dalsi oxid

se poté tvoii, kdyz hydratovana oxidova vrstva uvoliiuje vodu (4).

Ti** + 40H™ - Ti(0OH), 2)
Ti*t + 20%~ - Tio, (3)
Ti(OH), - TiO, + 2H,0 (4)

Reakce, které popisuji rovnice (2-4), jsou tzv. asistované elektrickym polem, jelikoz pouzity
potencial kontroluje rychlost pohybu ionti na rozhrani kov-kovovy oxid. Na katod¢ ptitom
probiha chemicka reakce podle rovnice (5).

AH' + 4e~ > 2H, (5)

Po spojeni vySe uvedenych rovnic, dostaneme celkovy proces tvorby oxidu, ktery je popsan

rovnici (6).
Ti + 2H,0 - TiO, + 2H, (6)

Fluoridové ionty, které jsou pfitomné v elektrolytu, zapticinuji rozpousténi hydratované
vrstvy oxidu podle rovnice (7) a (8) a také reaguji s ionty Ti** podle rovnice (9). Kombinace
ucinku fluoridovych iontt (chemické rozpousténi) s elektrickym polem, zeslabuje vazbu
titanu (Ti) skyslikem (O). Pfitomnost fluoridovych iontd vede k tvorbé fluoridovych
komplexii, ze kterych je nejstabilngjsi TiFe¢”. Tyto komplexy se vytvaii také diky
aplikovanému potencidlu, ktery pohani zadporn¢ nabité fluoridové ionty smérem ke vzorku

(anodg).

TiO, + 6F~ + 4H* — TiFg*™ + H,0 7)
Ti(OH), + 6F~ - TiFg?™ + 40H" (8)
Ti** + 6F~ > TiFg"~ 9)
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Ptredpoklada se, ze vzajemny vztah mezi tvorbou oxidu a rozpousténim oxidu, je klicovym
faktorem, ktery urcuje strukturu vysledného povrchu. Na anod¢ dochézi také k vyvoji kysliku
podle rovnice (10). Tato vedlejsi reakce mulze ovSem také znacné ovlivnit vyslednou

morfologii oxidové vrstvy.
2H,0 - 0, + 4e™ + 4H* (10)

Vliv kysliku je samoziejmé vétsi ve vodnych elektrolytech. Byl ovSem pozorovan
i U elektrolytti organickych, kde objemové procento vody pievySovalo 5 %, coz je relativné

malé mnozstvi. [40]
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6. FAKTORY OVLIVNUJICIi GEOMETRII STRUKTUR

Na vyslednou geometrii struktury ma vliv velké mnozstvi vnéjSich faktorti. Pro dosazeni
pozadovanych nanostrukturovanych povrchl neni uplné jednoduché nalézt idedlni poméry
ovlivituje rychlost procesu a vyslednou geometrii. Dalsi dalezitou roli hraje aplikované napéti
a dale i teplota nebo ¢as prubéhu anodické oxidace.

6.1. Elektrolyty

Prvni publikovana zminka o TiO; porozni anodizované struktuie pochazi zroku 1984,
kterou piipravil Assefpour-Dezfuly a jeho kolegové leptanim alkalickym peroxidem
a naslednou anodickou oxidaci v kyselin¢ chromové. Velky vyznam vSak mélo hlavné prvni
pouziti elektrolytu s fluoridovymi ionty v roce 1999, které odstartovalo, v poslednich dvaceti
letech, velky z4jem o TiO, nanostrukturované povrchy, coZ vedlo k vyznamnému pokroku
jejich vyroby.

Muzeme rozlisit tfi generace syntézy pordznich a tubularnich povrchl v zavislosti
na pouzitych elektrolytech. Prvni generace vyuziva kyselinu fluorovodikovou, u které byla
dosaZena maximalni délka 0,5 um dlouhych trubicek. Druha generace vyuziva elektrolyty
na vodni bazi obsahujici fluoridovou stl. V téchto ptipadech bylo dosaZzeno maximalni délky
struktur 5 um. Tteti generace je zalozena na anodické oxidaci v organickych elektrolytech
obsahujici fluoridové ionty. Pti pouziti takovéhoto elektrolytu je mozno dosahnout
od 100 do 1000 pm dlouhych respektive silnych struktur. Dalsi vyhodou tieti generace je,
ze oproti predchozim se na strukturdch nachdzi jen minimum artefaktl. Struktury jsou
mnohem pravidelnéjsi a hladsi. Je definovadna 1 ¢tvrtd generace. Ta se ovSem od tfeti nelisi

pouzitym elektrolytem. Jedna se o vicekrokové anodizace, které maji za nasledek tvorbu

vvvvvv

[8,40]

Tab. 1: Vyvoj elektrolytit vyuzivanych pro vyrobu TiO, povrchit od 1. do 4. generace [40]

Tvorba pordznich a

o i Elektrolyt Délka struktury
tubularnich povrchti
1. Generace vodny roztok s HF 0,5 um
2. Generace vodny roztok s fluoridovou soli (0,1 — 0,5 wt%) 5um

organicky roztoky, fluoridova sul (0,1 — 0,5 wt%)
3. Generace ] 100 - 1000 um

a maly obsah vody (0,1 — 5 wt%)
organicky roztoky, fluoridova sul (0,1 — 0,5 wt%) 100 - 1000 um

a maly obsah vody (0,1 — 5 wt%) (vicekrokové)

4, Generace
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6.1.1. Vodné elektrolyty

Na rozdil od anodické oxidace hlinikovych struktur (AAO) je v pfipadé vyroby TiO;
nanostrukturovanych povrchli stézejni optimalizace rozpousténi oxidové vrstvy. Vodné
elektrolyty sobsahem kyseliny fluorovodikové byly prvni, které se zacaly pouzivat.
Vzhledem ke kyselosti prostfedi, dochazelo k velkému rozpousténi bariérové vrstvy,
coz vedlo k tvorbé maximalné 0,5 um dlouhych struktur. SniZzenim kyselosti elektrolytu
za pouziti fluoridovych soli misto kyseliny se délka struktury zvysila na 2-4 pm.
Pro vytvofeni homogenni struktury je nutné i pouziti vhodného kationtu. Naptiklad pfi pouziti
K2SO4/KF ve vodném prostiedi se vytvareji nepravidelné struktury a srazeniny na povrchu
struktury, zatimco pii pouziti Na,SO4/NaF nikoliv. Ve vodnych elektrolytech dochazi
ke zna¢nému vyvijeni kysliku na anod¢, coz ovliviiuje proces ristu. Na strukturach se ¢asto
objevuji vinkové artefakty patrné z Obr. 6-1 a nemusi vzdy dojit k pfechodu od pordzni
struktury v tubularni. [40]

LEO1550AS

Obr. 6-1: Vinkové artefakty na tubuldrni strukture vytvorené v elektrolytu na vodni bazi [45]

6.1.2. Organické elektrolyty

Do organickych elektrolytti je pfidavan jisty obsah vody jako zdroj kyslikovych iontt.
V organickém rozpoustédle je sice kyslik také obsazen, ale je siln€ vazan k molekule uhliku
jednoduchou (C-OH), ¢i dvojnou (C=0) vazbou. Obohaceni elektrolytu o kyslik lze
dosédhnout také jeho starnutim, kdy je elektrolytu umoznéno absorbovat vzdusnou vlhkost.
Minimalni mnozstvi vody, potfebné k udrZzeni procesu tvorby poroznich a tubuldrnich
struktur, je 0,18 objemovych % (vol %) .

Velky prilom V organickych elektrolytech pfisel s pouzitim viskoznich elektrolyt
s glycerolem, kde byl jako zdroj fluoridovych ionti pouzit fluorid amonny (NH4F). V tomto
elektrolytu bylo dosazeno velice samoorganizovanych struktur bez artefakti o délce 7 um.
Dalsi optimalizaci bylo pouziti polarnich elektrolytl s etylenglykolem, ktery umoznil rast
struktur az do délky 200 pm. Objemové procento vody se v téchto elektrolytech udrzuje
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pod hodnotou 5, aby se minimalizovalo chemické rozpousténi formujiciho se oxidu. Pouziti
elektrolytu se sloZzenim: 2 vol% vody, 0,3 hmotnostnich % (wt%) NH4F v etylenglykolu,
vedlo oproti pfedchozim elektrolytim k rychlejSimu rlstu vrstvy a lep§imu hexagonalnimu
uspoifadani. Na Obr. 6-2 je zobrazena tubularni struktura vytvoiena pravé v elektrolytu s vyse
uvedenym slozenim pfi 60 V. Takovéto slozeni je dosud jedno z nejpouzivanéjsich pii vyrobé
TiO, anodizovanych struktur. [40]

L)

Obr. 6-2: Tubuldrni struktura vytvorend v organickém elektrolytu [46]

Viskozita a kationt fluoridové soli ma pfimy vliv na rychlost ristu a délku struktury.
Nejvyuzivangjsi jsou proto amoniové kationty, u kterych se prokézalo, ze usnadiuji iontovou
migraci. Vzhledem k omezenému rozpousténi oxidové vrstvy v organickém elektrolytu
dochazi Casto k pokryti tubuldrni struktury porovitou vrchni vrstvou. Tuto nezadouci vrstvu
1ze poté odstranit naptiklad kratkym leptanim nebo aplikaci ultrazvuku v alkoholech.

Vliv na vlastnosti elektrolytu ma i jeho starnuti. Starsi elektrolyt mize absorbovat vice
vzdusné vlhkosti a méni se také jeho vodivostni schopnosti. S pocétem pouziti
a ,,proanodizovani elektrolytu roste jeho elektricka vodivost. To je zplsobeno predevSim
veétsi koncentraci TiF62' iontli z predchozich anodiza¢nich cykli a také i absorbovanou

vzdusnou vlhkosti. [40]

6.1.3. VlivpH
Kyselost prostfedi, ve kterém dochazi k anodické oxidaci, m& znac¢ny vliv na rychlost
rozpousténi oxidové vrstvy. V Kyselém prostiedi dochazi k tomuto rozpousténi mnohem
rychleji nez v prostfedi neutralnim. Délka struktury vyvijené v elektrolytech s nizkym pH je
limitovana. Maximalné lze dosdhnout délky 600 nm. To je jeden z divodu, pro¢ je Castéji
jako zdroj fluoridovych iontl vyuzivano fluoridovych soli oproti kyselin¢ fluorovodikové.
Hladina iontd se musi kontrolovat, aby nedochazelo k nadmérnému rozpousténi. Fluoridové
ionty ale musi byt pfitomny v dostatecném mnozstvi tak, aby se zajistil nartist oxidové vrstvy
a tvorba porozni a tubularni struktury. Koncentrace F ionti ovliviiuje pH roztoku.
Koncentrace téchto iontl se nejcastéji pohybuje v rozmezi od 0,3 do 0,5 wt%. V takovych
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elektrolytech je hodnota pH neutrélni. Pfi neutralnim pH stoupd i mozna dosazitelna délka
vrstvy. Zavislost délky struktury na koncentraci fluoridovych iontll a koncentraci vody uvadi
Tab. 2. Tubularni struktura byla syntetizovana na 120 pm silné Ti folii pti 20 V. Tato tabulka
ukazuje, ze idealni elektrolyt obsahuje pravé 2 vol% vody a 0,3 wt% NHjF, jak bylo

jiz zminéno vyse. [8,40,47]

Tab. 2: Délka tubuldrni struktury v zavislosti na koncentraci vody a F™ iontii [47]

Délka nanotrubicek [pum]

Koncentrace Koncentrace H,0
NH,F 2 vol% 3 vol% 4 vol% 5 vol% 6 vol%
0,1 wt % 10 10 2,5 2 1,2
0,2 wt % 11 11 6 3 2,2
0,3wt% 12 9 7 6,6 45
0,4 wt% 3 7 9 8 53
0,5wt% 8,5 10 11 9 6

6.2. Napéti
Jak bylo uvedeno vySe, vétSinou je vyroba nanostrukturovanych TiO; provadéna
za potenciostatickych podminek, které zahrnuji aplikaci konstantniho napéti, a jeho prab¢h je
monitorovan pomoci méfeni anodického proudu. Na rozdil od galvanostatického rezimu
se prokazala lepsi kontrolovatelnost pribéhu a morfologie struktur. Proto se galvanostaticky
rezim, tedy aplikace konstantniho proudu nevyuziva. Aplikované napéti se pohybuje
v rozmezi od 5 do 30 V ve vodnych elektrolytech a 10 az 60 V v elektrolytech organickych.
Pouzité napéti urCuje intenzitu elektrického pole, které ovliviiuje migraci iontli pfitomnych
Vv elektrolytu a tim piimo urCuje primér trubek a port nanostruktury. Linedrni vztah
mezi napétim a primérem je pozorovatelny, az do hodnoty 60 V. Dalsi linearni zavislost
existuje mezi aplikovanym napétim a tloustkou bariérové vrstvy dna tubularnich struktur.
Linearita ovSem neplati neomezené. Pti aplikaci napéti vyssiho nez 60 nebo 100 V, byl
pozorovan opacny jev. Po piekroc¢eni kritické hodnoty, ktera je urcena elektrolytem,
JiZ linearita neplati a primér miZe naopak se zvySujicim se napétim dokonce klesat.
Anodiza¢ni potencial a elektrolyt ma tedy pfimy vliv na proudovou hustotu a na vyslednou
strukturu oxidové vrstvy. Velky vliv ma i nastaveni poc¢atecni nadbéhové rampy rlstu napéti.
Vyuziva se stoupani od 1 mV/s az do 1 V/s. Takto lze ziskat vy$§i proudovou hustotu
a tim padem delsi trubicky. [8,40,48]
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6.3. Casateplota

K dosazeni maximalni délky respektive tloustky struktury je nutné, aby anodickd oxidace
probihala po idedlni dobu. Optiméalni Cas je zavisly na pouzitém elektrolytu, aplikovaném
napéti, koncentraci fluorovych ionta a dalSich vlivech. Ve vodném prostredi jsou podminky
natolik agresivni, Ze vznikaji struktury maximalné¢ do né¢kolika pm. Této tloustky je dosazeno
jiz béhem ne€kolika minut od iniciace anodiza¢niho procesu. Pro zvySeni stupné
samoorganizace se ovSem doba trvani anodické oxidace pohybuje Vv rozmezi od 30 minut
po 2 hodiny. Proces riistu v organickych elektrolytech je oproti vodnym mnohem pomalejsi.
Rozpousténi kompaktni vrstvy zde neni tak vyrazné. Prodlouzenim doby oxidaci z n¢kolika
hodin az po dobu jednoho dne, 1ze ziskat tubularni struktury o délce trubicky az ptes 100 pm.
Pii takto dlouhych pribézich se ovSem stdva, Ze jsou struktury na nékterych mistech
nadmérné rozpustény. Na koncich se poté tvoii tzv. jehlovita nebo travnata struktura.
Zavislost tloustky vrstvy na Case se blizi logaritmickému pribéhu. Maximalni mozna
dosazitelna tloustka je samoziejmé téz limitovand tloustkou plvodni titanové vrstvy.
Anodicka oxidace se provadi budto na folii, kde se jeji tloustka pohybuje od nékolika desitek
um [49] az do stovek um [50]. Pouziva se ovSem i vrstva Ti nanesena na kiemikovy podklad,
kde se tloustka titanové vrstvy pohybuje ve stovkach nanometrd [51]. V souvislosti
S rostoucim ¢asem se prokazala téz logaritmickd zavislost §itky bariérové vrstvy dna tubulérni
nebo pordzni struktury. [8,40,48]

Obvykle se proces anodické oxidace provadi pii teplotach od 20 °C do 25 °C,
tedy pii pokojové teploté. Teplota vSak muze ovlivnit rychlost rozpousténi oxidové vrstvy.
Pti pouziti nizkych teplot (okolo 8 °C) je ve vodném prostiedi rlst struktur inhibovan.
Oproti tomu pii nizkych teplotach v organickych elektrolytech je rast struktur piiznivy.
Idealni je v Sirokém rozsahu teplot a to uz od 0 °C asi do 40 °C. Dale bylo prokazano,
ze ve vodnych médiich nema teplota vliv na pramér tubularnich struktur. V organickych
elektrolytech vSak vliv ma. Primér stoupa s teplotou. Pii nizkych teplotach se zvysuje
viskozita elektrolytu a tim se snizuje iontova migrace a tim padem klesa rozpousténi oxidové
vrstvy fluoridovymi ionty. [40]
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7. CHARAKTERIZACE POVRCHU

Povrchové vlastnosti nanostrukturovanych materiali lze charakterizovat mnoha riznymi
zpusoby. Podle vyuziti je mozné zkoumat napiiklad chemické slozeni (pomoci
spektroskopickych metod), elektrické vlastnosti, optické vlastnosti (elipsometrie)
nebo pevnost. Morfologii struktur je vhodné hodnotit pomoci mikroskopickych metod
schopnych zobrazovat struktury v nanorozmérech, mezi které patii rastrovaci (SEM)
nebo transmisni (TEM) elektronovd mikroskopie. Smacivost je hodnocena pomoci
goniometrickych metod, mezi néz patii pfedevS§im méfeni kontaktniho wGhlu. Stim uzce
souvisi 1 biokompatibilita nanostrukturovaného povrchu. Ta Ize hodnotit adhezi a ristem
bungk. [52]

7.1. Rastrovaci elektronovy mikroskop

Rastrovaci nebo téz skenovaci elektronovy mikroskop (SEM) byl poprvé sestrojen v roce
1965 C.W.Oatleyem. K jeho vytvofeni byl ovSem stézejni diivEéjsi vynalez fotonasobice
pro detekci sekundarnich elektront. Elektronové mikroskopy prosly do soucasnosti velkym
technologickym vyvojem, coz dokazuje 3MV elektronovy mikroskop, ktery je schopen
zobrazit atom. NejCastéji se mikroskopie vyuziva v biologii a pravé pro charakterizaci
raznych povrchi.

Hlavnim principem zobrazeni vzorku je zaméfeni uzkého paprsku elektronti na povrch
vzorku, ktery s elektrony interaguje. Jedna se o nepfimou metodu, jelikoz vysledny obraz je
sestaven z odraZenych slozek. Nazev rastrovaci je odvozen od toho, ze paprsek skenuje
povrch po fadcich neboli rastrech. Pohled do nanosvéta je nam zprostfedkovan pomoci
elektronti. Hlavni potfebnou vlastnosti, které elektrony maji, je jejich zaporny naboj,
coz umoznuje jejich urychlovani elektrickym napétim U. Kineticka energie elektronu je poté
dana vztahem (11)

el = %mvz, (11)

kde m je hmotnost elektronu (9,109-10°'kg), e je naboj elektronu (1,602:10*° C), U je
urychlovaci napéti [V] a v je rychlost elektronu. Pokud rychlost dosadime z de Brogliecho
rovnice, ktera hmotnym bodum pfifazuje jisté vlnové vlastnosti (vinovou délku- 2A),
dostaneme zavislost vlnové délky elektronu na urychlovacim napéti, ktera je dana
vztahem (12).

1,226 (12)

VU

Pti urychlovacim napéti 100 kV se elektrony pohybuji pfiblizn€ polovi¢ni rychlosti, nez je

rychlost svétla ve vakuu.
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Jednou z hlavnich vlastnosti mikroskopt je jejich rozliSovaci schopnost, ktera udava
vzdalenost dvou bodu, které jsme schopni od sebe odlisit. Mezni rozliSovaci schopnost je
pfiblizné polovina vinové délky pouzitého zatfeni. Pro zobrazeni struktur o nanorozmeérech je
tedy nutné vyuzit mnohem kratSich vinovych délek nez je rozmezi viditelného svétla
(400-800 nm). Skenovaci elektronovy mikroskop dosahuje zvétseni az 10 000x. Aby byl
svazek elektronli co mozna nejuzsi, je fokusovan pomoci elektromagnetickych cocek. Stejné
jako Cocky optické vykazuji ovSem rtizné vady, coz je ditvod, pro¢ v praxi nelze dosdhnout
maximalni teoretické rozliSovaci schopnosti. Vzhledem ktomu, Zze jsou elektrony
urychlovany ve vakuu, nemé€ly by vzorky obsahovat piili§ vody, mély by byt stabilni
ve vakuu, a nemélo by dochazet k jejich nabijeni. Diky detekci sekundarnich nebo zpétné
odrazenych elektront, lze ziskat trojrozmérny aspekt povrchu vzorku. Je to tedy idealni
metoda pro charakterizaci nanomateriald, jako jsou oxidy Zeleza nebo povrchy tenkych filma,

které s elektrony dobie interaguji. [53-55]

7.2. Mgéfeni kontaktniho @hlu

Smacivost je jednou ze zdkladnich povrchovych vlastnosti nanomateriald. Je dualezita
ptedevsim u biokompatibilnich materialt, u kterych potiebujeme, aby byl povrch co mozna
nejvice hydrofilni, tedy smacivy. Stanovovani povrchového napéti pro rozhrani pevna
latka-vzduch (ys4) a kapalina-pevna latka (y;) je dilezité pfi feSeni Siroké Skaly problémd
Vv teoretické a aplikované véde. Povrchové napéti zahrnujici pevnou slozku lze ale méfit jen
velice obtizng, proto se vyuziva metod nepfimych. Existuje né€kolik odlisnych metod odhadu
povrchového napéti pevnych latek zahrnujici: pfimé méteni sily, kontaktni ihel, sedimentace
castic a nckolik dalSich. Nejjednodussi a jedna z nejvyuZivanéjSich metod je pravé méfeni
kontaktniho whlu. Pfi méfeni uvaZujeme soustavu styku tii fazi, znichz dvé jsou
kondenzované a jedna plynna. V praxi se pro jeho zjisténi pouziva kapka kapaliny
na zkoumaném pevném povrchu v kontaktu se vzduchem. Kontaktni thel 6 je uhel,
ktery svira teCna k povrchu kapky kapaliny (y,;) a zékladna pevné latky (y). Jednotlivé

tecné vektory pro vypocet jsou znazornény na Obr. 7-1. [52,56]
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Obr. 7-1: Znazornéni vhlit vyuzivanych pro méreni kontaktniho whlu [52]
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Pfi umisténi kapaliny na povrch mohou nastat zpravidla dva ptipady. Podle velikosti
uhlu sméceni 0 rozliSujeme kapaliny, které tuhy povrch smaceji (0 < 8 < 90°) nebo nesmaceji
(6 > 90°). Je-li povrch tuhé latky smacen kapalinou, oznacujeme jej jako lyofilni, v ptipadé
vody hydrofilni. Nesmacivy povrch je oznacovan jako lyofobni nebo hydrofobni v ptipadé
vody. Dalsi moznost nastane, kdyz 8 = 0°. Takovyto povrch oznacujeme jako dokonale
smacivy.[52] Moznost odhadu povrchového napéti =z kontaktniho thlu je mozny
diky Youngové rovnici (13), ktera definuje rovnovazny stav povrchovych napéti rozmezi

ttech fazi (s-pevna, l-kapalna, g-plynna).
Yig€0s8, = Ysg — Vo1 (13)

kde 6, je oznacovan jako Youngliv kontaktni ihel.[56]
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I1.CILE PRACE

Navrh a vyroba 3D titanovych nanostrukturovanych a nanoporéznich povrchii pomoci
Sablony z oxidu hlinit¢tho (AAO) a piimé potenciostiatické anodické oxidace titanové
vrstvy

Testovani vlivu tloustky ptivodni titanové vrstvy, aplikovaného anodiza¢niho potencialu

a slozeni elektrolytu na morfologické a strukturalni vlastnosti nanostruktur

Charakterizace vzniklych nanostrukturovanych povrchii pomoci SEM mikroskopu

a studium smacivosti pomoci metody méfeni kontaktniho uhlu.

Testovani a srovnani biokompatibility TiO, nanopovrchti u MG-63 bunék
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I11. PRAKTICKA CAST

8. METODY

8.1. Vyroba nanostrukturovanych povrchi

Jak bylo zminéno v teoretické Casti, existuje vice piistupt pro vyrobu nanostrukturovanych
TiO, povrchi. V této praci byly vSechny struktury vytvofeny pomoci potenciostatické
anodické oxidace. Porozni a tubuldrni struktury byly vytvofeny piimou metodou. Anodické
napéti bylo aplikovano na rizné silné vrstvy titanu (od 200 nm do 1um). Ten byl pfipraven
naprasenim na kfemikovou nosnou desku.

Ty¢inkovité struktury a nanotecky byly vytvoreny anodickou oxidaci za pomoci AAO,
tedy s vyuzitim aluminové Sablony. V tomto pfipadé byl pouzit opét kiemikovy substrat,
ovSem vrstva titanu byla pouze 100 nm a na ném bylo naneseno jesté¢ 300nm hliniku, ktery je
vyuzit pro vytvoteni Sablony. Vyuzité kovové vrstvy naprasené na kiemikovém substratu jsou

znazornény na Obr. 8-1.

Al (300 nm)
Ti (200-1000 nm) Ti (100 um)
Si substrat Si substrait

Obr. 8-1: Pouzité kovové vrstvy na kiemikovém substratu

Viechny vzorky o velikosti pfiblizn& 1cm? byly pred aplikaci anodického napéti ponechany
10 minut v isopropylalkoholu ((CH3),CHOH, cisty, Penta, CZ), nasledné oplachnuty
miliporovanou vodou (Millipore Corp., USA, 18,2 MQ) a dikladné osuseny stlacenym
vzduchem. Pied zapocetim anodické oxidace byly proméfeny vlastnosti elektrolytu, ktery byl
nasledné pouzit. Proméfila se jeho vodivost, pH a teplota.

Pro tvorbu struktur byly vyuZzity dvé odlisné aparatury. V nékterych piipadech byla
vyuzita pouze kéadinka, ve které byl piislusny elektrolyt. Vzorek byl ponofen do elektrolytu
a piiveden na kladny pol, tak aby tvofil anodu. Jako protéjsi elektroda (katoda) byla vyuzita
kovova miizka. Jako druha byla vyuzita aparatura sfizenym prutokem, kde elektrolyt
cirkuluje kolem vzorku skrze hlavu se zlatou elektrodou. Primér hlavy je 9 mm.
Vyhodou této aparatury je stabiln€jsi proudovéa hustota na celém povrchu vzorku a vymeéna
elektrolytu u povrchu vzorku. Ve vsech ptipadech byl pro lepsi kontrolu monitorovan prabeh

anodického proudu.
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8.1.1. Priprava poréznich a tubulirnich struktur
V piipad€ tvorby pordznich a tubularnich struktur pfimou metodou, bylo vzdy aplikovano
stabilni napéti v rozmezi od 10 do 120 V. Tyto struktury byly formovany v elektrolytech
na organické bazi, konkrétné na etylenglykolu (C,H4(OH),, <¢isty, Penta, CZ),
které obsahovaly rizny pomér fluoridu amonného (NH4HF, Riedel-de Hoén) a miliporované
vody (H20). SloZeni pouzitych elektrolytli je zobrazeno v Tab. 3. Anodicka oxidace probihala

pfi pokojové teploté.

Tab. 3: SlozZeni elektrolytii vyuzitych pro vyrobu poréznich a tubuldrnich struktur

Objem .
v, NH,4F Hmotnost H,0 Objem
Vyuzt e'eﬁ?]'yt“ [wt %] NHF[g] | [vol %] | H,O [ml]
Porézni struktury 100 0,3 0,33 2 2
. 100 1,2 1,35 2 2
Vliv koncentrace F
na tubularni 100 1,4 1,58 2 2
struktur
Hreuru 100 16 1,81 2 2
50 1,2 0,675
Vliv koncentrace 50+V 120 1,2 0,675 0,3 0,15
H,0 na tubularni
Strukturu 50+VH20 1,2 0,675 0,5 0,25
50+Vhu20 1,2 0,675 1 0,50

Struktury se vytvari tak, jak bylo popsano v kapitole 5.1.1. Pfi vyrob¢ tubularnich struktur
vytvafenych v kadince byla oxidace provadéna za stalého michani elektrolytu. Pti vyrobé
tubularnich struktur oproti strukturdm pordznim, byla aplikovana nébchova hrana
aplikovaného napéti s gradientem 1 V/s. Po ukonceni procesu byly vzorky opét oplachnuty

miliporovanou vodou a diikladné osuSeny.

8.1.2. Priprava nanoty¢inek a nanotecek
Tycinkovité struktury a nanotecky byly vytvafeny za asistence AAO. V téchto ptipadech byl
pouzit elektrolyt 0,3 mol.I"* kyseliny §tavelové (CaH,04-2H,0, 99,5%, Penta, CZ). Dalsi
rozdil oproti predchozim strukturam je v nutnosti chlazeni. Proces tvorby probihal
pii chlazeni na 10 °C v aparatufe s fizenym pritokem. Pii formovani tyCinkovité struktury je
nutné pouziti dvou napéti. Aluminova porovita Sablona byla vytvaiena pii napéti 40 V. Proces
tvorby Sablony probihal obdobné jako pii anodické oxidaci titanu. Takto se vytvofila Sablona
z Al,O3. Poté bylo nutné napéti zvysit, aby doslo k prirazu bariérové vrstvy na dn¢ aluminy.
Proto se napéti zvySovalo na 80 V s nabéznou hranou 0,2 V/s, coz z hodnoty 40 V na 80 V
trva 200 sekund. Pii zvySovani napéti dochazi pravé k prirazu bariérové vrstvy aluminy a tim

se umozni prostoupeni TiO; skrze Sablonu a riist ty¢inek.
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Pti tvorbé nanotecek byl postup obdobny, az na aplikované napéti. Nanotecky byly
vytvafeny pifi stabilnim napéti 40 V po dobu 1000 sekund, aby doslo k samovolnému
prostoupeni aluminou, ovSem jen do limitované vysky. Aluminova Sablona byla poté leptana
Vv leptadle, které je slozeno z oxidu chromového (CrOz, 99%, Penta, CZ), kyseliny fosfore¢né
(H3POy4, 98%, Penta, CZ) a vody. Leptani probihalo po dobu 5 minut pfi 55 °C. Aluminova
Sablona byla odstranéna pomoci leptadla pii teploté 55 °C. Vzorky byly v leptacim roztoku
ponechany bud’ 10, 5 a nebo 4 minuty. Nasledné byly dvakrat oplachnuty v isopropylalkoholu
a opatrn¢ osuseny stlacenym vzduchem.

Vsechny vzorky byly charakterizovany pomoci rastrovaciho elektronového mikroskopu.
Smacivost vzorkli vyuzitych pro studium chovani bunék byla poté zméfena pomoci méfeni
kontaktniho thlu.

8.2. Interakce bunék s nanostrukturovanym TiO, povrchem

Interakce bunék byla zkoumana pouze pro struktury vytvoiené pomoci aluminové Sablony
(nanotyCinky a nanotecky). Pro lepsi hodnoceni byla odezva bun€k na tyto struktury
porovnavana s kompaktni nestrukturovanou vrstvou TiO,, kterd byla vytvofena anodickou
oxidaci v elektrolytu bez ptidavku NH4F. Pro testovani povrchl byla vyuzita bunééna linie
MG-63. Tato linie je ziskana z osteosarkomu, coz je nador kostni tkan¢. Nicméné jsou tyto

buniky pouZivany jako modelova linie s chovanim podobnym buikam osteoblasti.

8.2.1. Kultivace MG-63 bunék

Buiky jsou kultivovany v inkubatoru pii 37°C a 5% CO; v kultivaénich miskach
a udrzovany v DMEM mediu s pfidavkem 10 % FBS (fetalni hovézi sérum, Sigma), 1 % ATB
(penicilin, streptomycin, Sigma), 1 % L-glutaminu (Sigma). Bunky jsou pfed nanesenim na
nanostrukturované povrchy pasazovany, tj. prevedeny do suspenze metodou trypsinizace.
Postup pasazovani bun¢k do 25 cm? kultivadni nadoby byl nésledujici. Buiiky byly vyjmuty
Z inkubatoru a zkontrolovany pod mikroskopem. Poté bylo odséato kultivaéni médium a bunky
byly omyty PBS pufrem. Po odsati pufru byl k bunikam piidan 1 ml trypsinu (0,25% trypsin +
EDTA, Sigma), tak aby pokryval celou plochu kultivaéni nadoby. Kultiva¢ni 1ahev s obsahem
trypsinu byla poté 5 minut inkubovana. Po trypsinizaci byly bunky lehce sklepany ze dna tak,
aby byly buiky uvolnény do roztoku. Poté byl pfidan 1 ml média. Médium s buitkami bylo
pievedeno do centrifugaéni zkumavky a centrifugovano 5 minut na 2000 otacek/min.
Poté byl odstranén supernatant a k peletu bun¢k byl pfidan 1 ml média, ve kterém byly bunky
opatrn¢ resuspendovany. Pocet bunék v 1 ml byl stanoven pomoci Biirkerovy komirky.
Do nové 25 cm® kultivaéni nadoby bylo poté pievedeno 10° bungk a doplnéno do 5 ml
médiem. Buiiky byly poté opét zkontrolovany pod mikroskopem a pteneseny do inkubatoru.

Pfed nasazenim bunék na nanostrukturované povrchy byly tyto vzorky umyty etanolem

a sterilizovany 10 min pod UV zéafenim. Vzorky byly umistény do Petriho misky a poté byly
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osdzeny pridavkem 1,5 ml bunécéné suspenze obsahujici 10° bungk. Misky se vzorky byly

umistény do inkubatoru pii 37°C na dobu, dle experimentu.

8.2.2. Studium adheze bunék na TiO, nanostrukturach
Adheze bun¢k byla sledovana pomoci svételné mikroskopie. Buniky byly naneseny na vzorky
v koncentraci 10° bunék/plochu a posléze ponechany pii vyse zmin&nych kultivatnich
podminkach. Adheze bunc¢k byla kontrolovana po 5 a 24 hodindch. Kazdy vzorek byl
nasnimany na vice mistech a poté byl vyhodnocen primérny pocet bunék na povrchu.

Hodnotil se pocet plné adherovanych bunék a bun¢k jevici kulatou morfologii.

8.2.3. Fluorescencni znaceni aktinu
Aktin je jeden ze strukturnich proteint, ktery tvoii skelet bufiky v podobé polymernich vlaken
zvanych mikrofilamenta. Je jednou ze slozek bunky, kterou lze velmi dobie fluorescenéné
znaCit. V naSem piipadé byl pouzit ActinGreen od firmy Molecular Probes. Morfologie
bunék na povrchu nanostruktur byla sledovana po 24 hodinové kultivaci. Buniky byly tiikrat
oplachnuty PBS pufrem. Poté zafixovany 3% paraformaldehydem rozpusténym v PBS.
Opét byl fixacni roztok ponechan po dobu 20 minut v inkubatoru pii 37 °C a posléze trikrat
oplachnut fosfatovym pufrem. Po fixaci bunék bylo nutné narusit membranu bunky pomoci
0,5% Triton X-100. Nasledovalo jiz samotné barveni vySe zminénym fluorescenénim
barvivem. Koncentrace pfipraveného barviciho roztoku byla podle pokynli vyrobce dvé kapky
na mililitr média. Barvivo se ponechalo 30 minut navazovat. Po reakci barviva byly buiiky
oplachnuty PBS. Zobrazeni probihalo pfi excita¢ni vinové délce fluoresceinu 488 nm. Emisni

spektrum barviva je poté v zelené oblasti.

8.2.4. SEM mikroskopie

Pro zhodnoceni morfologie bunék, bylo vyuzito také rastrovaciho elektronového mikroskopu.
Opét bylo nasazeno 10> bunék/plochu. Jako v ptipadé fluorescenéniho znaGeni aktinu,
I v tomto pfipad¢ byla struktura bunék na povrchu nanostruktur sledovana po 24 hodinové
kultivaci. Buiky byly nejdtive tfikrat omyty PBS pufrem. Nasledné byla provedena fixace
pomoci 2,5 % glutaraldehydu rozpusténého také v PBS. Fixaéni roztok byl ponechan po dobu
20 minut v inkubatoru pii teploté¢ 37 °C. Po této inkubaci byl fixacni roztok odsan a buiky
byly opét tiikrat oplachnuty PBS. Vzhledem k pozadavkiim na vzorky, které mohou byt
zobrazeny pomoci SEM, bylo nutné jesté builkky dehydratovat. Tento proces byl provadén
pomoci koncentra¢ni fady roztokid etanolu. Konkrétné se jednalo o 50 %, 70 %, 80 %, 90 %
a 100 % roztoky etanolu. V kazdém z roztokti koncentra¢ni fady byly vzorky ponechany
po dobu 10 minut. AZ po této dehydrataci byly buniky na nanostrukturovanych povrsich
podrobeny SEM snimani.

34



8.2.5. Studium proliferace bunék
Proliferace bun¢k byla testovana pomoci MTT testu (Merck). Tento test je zalozen na redukci
zluté tetrazoliové soli na modré krystalky formazanu, ktery je dobfe rozpustny v organickych
rozpoustédlech. Mnozstvi vzniklého formazanu je poté pfimo umérné koncentraci zZivych
bunék.

Proliferace na povrsich byla sledovana po 4, 24, 48 a 72 hodinach kultivace. Po dané
dobé¢ kultivace bylo vyménéno médium a ptidano 50 ul MTT (Img/ml v PBS) ke 150 pl
média. Buiiky byly s MTT inkubovany po dobu 4 hodin v inkubatoru. Po tuto dobu
se 3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-difenyltetrazolium  bromid  pfeménuje v buikach
na nerozpustné krystalky formazanu. Poté bylo médium odsato a bylo ptidano 200ul 10%
SDS (dodecylsulfat sodny), ktery krystalky formazanu rozpustil. Fialové zbarveny roztok
0 objemu 200 pl byl pfeveden do 96-jamkové desti¢ky a byly zméteny absorbance pii vinové
délce 570 nm.[57] K méfeni absorbance byl pouzit UV/VIS spektrofotometr od firmy
Beckman coulter.

Pro lepsi interpretaci vysledkti byly zméfené absorbance pievedeny na pocet bunék
pomoci kalibra¢ni kiivky. Kiivka byla vytvofena pomoci zméfeni absorbance pieménéného
formazanu po 4 hodinach u tady roztokli se znamou koncentraci bunék pii 570 nm.
Jednotlivé koncentrace byly 103, 5X103, 104, 5x10* a 10° bunék/plochu. Prométfen byl
také samotny SDS roztok jako kontrolni vzorek. Hodnotu absorbance tohoto kontrolniho

vzorku je poté nutné odecist od v§ech namétenych hodnot, aby nedoslo ke zkresleni vysledki.

8.2.6. Stanoveni aktivity alkalické fosfatazy

Aktivita alkalické fosfatazy (ALP) jako markeru proliferace a diferenciace bunék byla métena
po 48 a 72 hodinach kultivace. Aktivita tohoto enzymu byla hodnocena pomoci kitu od firmy
BioVision. Cely proces je zalozen na defosforylaci p-nitrofenyl fosfatu (pNPP) na Zluty
produkt p-nitrofenol (pNP). Absorbance je poté méfena pii 405 nm a odpovida koncentraci
vzniklého produktu. Pro vyhodnoceni bylo nutné nejdiive vytvorit kalibra¢ni ktivku, kde ALP
enzym byl pfimo soucasti kitu. Aktivita alkalické fosfatazy byla pfepoctena podle rovnice
uvedené niZe.

Po piislusné dobé kultivace byly nanostrukturované povrchy s bunkami vyjmuty
z inkubatoru a oplachnuty PBS pufrem. Bunky bylo nutné zlyzovat pomoci 100 ul lyza¢niho
pufru. Po rozruSeni bunék byl pufr sbunkami pfeveden do zkumavek a nechal se
centrifugovat 5 minut pii 2000 otackach/min. 80 ul supernatantu bylo poté pievedeno
do 96-jamkové desticky. Posléze bylo ptidano 50 ul pNPP. Roztoky byly promiseny
opatrnym sklepanim. Jednotlivé slozky byly ponechany reagovat 4 hodiny ve tmé
pii pokojové teploté. Po této dobé byla zméfena absorbance pii vinové délce 405 nm pomoci
UVI/VIS spektrofotometru od firmy Beckman coulter. Pt#i vSech méfenich byl hodnocen
i kontrolni vzorek.
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Koncentra¢ni tada pro vytvofeni kalibracni kiivky byla vytvofena nésledujicim
postupem. Nejdiive bylo ziedéno 40 ul 5 mM roztoku pNPP s 160 pl pufru. Tim nam vznikl
1mM pNPP standard. Do 96-jamkové desticky bylo v duplikaci naneseno 0, 4, 8, 12, 16,
20 nmol/jamku standardniho roztoku pNPP. Nasledné byly jednotlivé jamky doplnény
do objemu 120 pl pufrem. Do kazdé jamky s pNPP roztokem bylo nasledné piidano 10 ul
ALP enzymu. Roztoky byly dikladné promiseny nékolikanasobnym nasatim do mikropipety.
Rakce ALP enzymu s pNPP probihala po dobu jedné hodiny pfi teploté 25 °C ve tmé¢. Po této
dobé byla reakce zastavena piidanim 20 ul stop roztoku. Absorbance zlutého produktu
po reakci se méfila pii 405 nm za teploty 24 °C.

Aktivita alkalické fosfatazy (U/ml) je vyhodnocovana pomoci jednoduchého ptepoétu
podle rovnice (14).

. AT
ALP aktivita = - (14)

kde A je mnozstvi pfeménéného pNP [umol], které je vypocteno z kalibraéni kiivky. T je Cas
reakce v minutich a V oznaCuje objem vzorku, ktery byl ptidan v mililitrech. V nasem
piipadé byl ¢as reakce T vzdy 240 minut (4 hodiny) a objem vzorku V byl 0,08 ml.[29]
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9. VYSLEDKY A DISKUZE

9.1. Vyroba nanostrukturovanych povrchi

9.1.1. Porézni struktury
Postup vyroby poréznich struktur byl popsan vysSe. Na porézni struktury byl ve vSech
ptipadech pouzit elektrolyt s obsahem 0,3 wt% NHF a 2 vol% H,0 v etylenglykolu. Jak jiz
bylo zminéno, takovéto slozeni elektrolytu je jedno z nejvyuzivanéjSich pii anodické oxidaci
titanovych vrstev. Vzorovy pribéh anodického proudu je zobrazen na Obr. 9-1 nize. Jsou zde
patrné vSechny tfi faze prub¢hu tak, jak byly popsany v kapitole 5.1.1.
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Obr. 9-1: Vzorova proudova charakteristika anodické oxidace vyroby poréznich struktur

Porézni struktury s velkym primérem poéri
Vzorky s velkymi pory byly vytvafeny v aparatuie s kadinkou. Byla pouzita vrstva titanu
0 tloust'ce 1 um a napéti 40, 50 a 60 V. Vodivost elektrolytu byla 727 uS/cm, pH 7,3 a teplota
23 °C. Na Obr. 9-2 je zobrazena jejich SEM charakterizace.

Obr. 9-2: Porézni struktury vytvorené na lum Ti pii a) 40V, b) 50 V, ¢) 60 V
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Na dalsi vzorky bylo aplikovano napéti, 80, 100 a 120 V. Toto napéti bylo aplikovano
na vrstvu vytvorenou tfemi postupné naprasenymi vrstvami titanu po 300 nm. Ve vysledku
tedy tvorila titanova vrstva 900 nm. Tento napraSeny povrch ovSem obsahuje artefakty
v podob¢ zrn o pramérné velikosti 100 nm, jak je vidét z Obr. 9-3.

Obr. 9-3: Naprasend vrstva Ti 3x300 nm s nezadoucimi zrnovymi artefakty

Kwvili témto nerovnostem nelze pouzit takovouto vrstvu k ptipravé tubularnich struktur.
Nerovnomérny povrch totiz zpisobi nerovnomérné pusobeni ionti V elektrolytu. Proto lze
na této vrstvé dosahnout pouze porézni struktury. Slozeni elektrolytu pro tyto vzorky bylo
shodné jako v pfedchozim piipade€. Jeho vodivost byla 802 uS/cm, pH 7,16 a teplota 23 °C.
SEM charakterizace povrchu vzorki je zobrazena na Obr. 9-4.

Obr. 9-4: Porézni struktury vytvorené na 3x300 nm vrstve Ti pri a) 80 V, b) 100 V, c¢) 120 V
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Porézni struktury s malym primérem péri

Tloustka titanové vrstvy vzorkl byla oproti pfedchozim ptipadim pouze 200 nm. Postup
vyroby byl popsan vySe a 1i8i se oproti pfedchozimu jen v pouzité aparatuie, jejiz vyhody byly
téz zminény. Primér anodiza¢ni hlavy je 9 mm, takze ve vysledku dostaneme
nanostrukturovanou plochu 63,62 mm?. Na vzorky bylo aplikovano napéti 40, 50 a 60 V.
Elektrolyt byl opét slozen z0,3 wt% NHsF, 2 vol% H,O v etylenglykolu. Vodivost
elektrolytu byla v tomto ptipadé 773 uS/cm, pH 7,32 a teplota 23,5 °C. SEM charakterizace
jednotlivych vzorkt je uvedena nize na Obr. 9-5.

Obr. 9-5: Porézni struktury vytvorené na 200 nm Ti pri a) 40 V, b) 50 V, c) 60 V

Vliv napéti a puvodni tloust’ky Ti u poréznich struktur
Napéti aplikované pfi anodické oxidaci by mélo mit vliv na primér otvora struktury. Podle
literatury [19] roste pramér otvorti linearné s aplikovanym napétim. Vzhledem k tomu,
7ze mnou vyrobené porézni struktury vytvarené v aparatufe s kadinkou, které jsou popsany
Vv této kapitole, jsou pouze vrchni vrstvy nedokonale vytvofenych tubularnich struktur,
tato zavislost se na né pfili§ nevztahuje, coz je patrné z Tab. 4 nize. Hodnoty, ze kterych jsou

pruméry pocitany, jsou uvedeny v piiloze v Tab. 7.

Tab. 4: Prehled primérnych velikosti porit vytvorenych nanoporéznich struktur

Ti [nm] 1000 900 200
pouzité napéti [V] 40 | 50 | 60 | 80 | 100 | 120 | 40 | 50 | 60
pramér pora [nm] 54 | 52 | 53 | 55 | 58 | 53 | 14 | 23 | 28

smérodatnd odchylka | 2 5 7 7 4 4 2 3 5

Ze SEM charakterizaci také miizeme vidét, Ze rozmisténi port neni pfili§ pravidelné. Rozdily
velikosti port mezi vzorkem vytvafenym pii 40 V a 120 V jsou jen nepatrné. V literatuie [19]

je téz uvedeno, ze linearita zavislosti plati pouze v rozmezi od 10 do 60 V, zatimco zde byly
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pouzity napéti od 40 do 120V, coz znaéné pievySuje publikovany limit. Dokazuje to tedy
fakt, ze po piekroceni mezni hodnoty napéti, dané elektrolytem, neplati linearni zavislost
praméru otvorti na napéti. Dalsi vliv mohl hrat také nerovnomérny povrch pivodni titanové
vrstvy a tedy nestejné ptisobeni elektrolytu po celé plose vzorku.

U struktur vytvarenych v aparatufe s fizenym pritokem je pozorovatelny jisty vyvoj.
Z Obr. 9-5 je dobfe patrné, Ze se vzristajicim napétim roste také velikost poru struktury. VIiv
napéti na velikost péri je pozorovatelny diky pouzité aparatuie, ktera zajistuje stabilnéjsi
proudovy pratok a také diky rovnomérné napraSené ptivodni vrstve titanu oproti predchozim
vzorklim s nepravidelnostmi pivodni titanové vrstvy.

Déale mizeme pozorovat vliv pivodni vrstvy titanu na vytvofené porézni struktury.
Jak je patrné z Obr. 9-2 a Obr. 9-5, kde byl pouzit elektrolyt o shodném slozeni a bylo
vyvijeno stejné napéti a to 40, 50 a 60 V. V piipadé vysoké vrstvy titanu o tloust’ce 1 um bylo
dosazeno o mnoho vétsich otvort ve struktufe nez v ptipadé vrstvy o tloustce 200 nm. Vliv

na vysledné struktury by ovS§em mohla mit i pouzitd aparatura.

9.1.2. Tubularni struktury
Vsechny tubularni struktury byly vytvafeny v kadince. Vzdy bylo aplikovdno napéti
s nab&éznou hranou s gradientem 1V/s. Tloustka puvodni titanové vrstvy byla ve vSech
ptipadech 500 nm. Elektrolyt byl v pribéhu anodické oxidace neustale michan a byl sledovan
prabéh anodického proudu. Pritbéh proudu pii tvorbé tubularnich struktur je trochu odlisna,
nez v ptipadé poréznich povrchii. Vzorovy pribéh anodického proudu je zobrazen nize
na Obr. 9-6.
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Obr. 9-6: Vzorova proudova charakteristika anodické oxidace pri vyrobé tubuldarnich struktur

Z tohoto vzorového pribéhu muizeme pozorovat, ze faze tvorby struktury jsou v tomto
piipadé jen tézko rozeznatelné. K poklesu proudu, tedy prorazeni bariérové vrstvy dochdzi
ziejme jiz v nab&zné hran€. Se zvySujicim se napétim ovSem stoupd i proud. Mizeme vidét

zachvév v nabézné hrané, kterym ziejmé konci prvni faze tvorby struktury, avSak proud
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neustale stoupa. Po dosazeni maxima v ¢ase 20 sekund dochézi k dosazeni konstantniho
napéti 20 V. Od tohoto okamziku je napé€ti udrzovano na této hodnoté. Z grafu je patrné,
ze proud od tohoto okamziku pouze klesa, jak se formuji stale $irsi a vyssi tubularni struktury.
Na konci je vSak vzdy patrny pokles na minimum, ktery znaci konec procesu anodické
oxidace.

Vliv koncentrace fluoridovych ionti v elektrolytu

Vsechny pouzité elektrolyty byly na organické bazi, tedy na zakladé etylenglykolu. Procento
vody Vv téchto ptipadech bylo stabiln¢ 2 vol%. Lisil se obsah NH4F, ktery je zdrojem
fluoridovych ionti. Hmotnostni koncentrace NH4F byla od 1,2 do 1,6 wt%. Parametry
pted pouzitim elektrolytd jsou poté pro pichlednost vypsany v Tab. 5. Vzorky byly
anodizovany pfi stabilnim napéti 20 V s nabéznou hranou 1 V/s. Jejich SEM je patrné na Obr.
9-7.

Tab. 5: Viastnosti elektrolytii s riiznou koncentraci F~ iontit a konstantni H,0O

Hmotnostni Vodivost
% NH4F [mS/cm] PH
1,2 2,14 6,76
1,4 2,43 6,82
1,6 2,58 6,71

LAY Lo SRR S S e A AT
Obr. 9-7: Vliv koncentrace NH4F v elektrolytu na tubuldarni struktury za konstantniho

mnoZzstvi vody v elektrolytu

Muzeme pozorovat, ze slozeni s 1,2wt% NH4F a 2 vol% vody, které je publikovano
jako idealni pro tvorbu trubickovité struktury u silngjSich ptuvodnich vrstev titanu v podobé
folii, neni idealnim sloZenim pti pivodni tloustce 500 nm. Lepsi vysledky byly dosazeny
s obsahem 1,4 wt%. OvSem ani v tomto piipadé nebylo dosazeno idealniho stavu. Je patrné,

ze u vSech struktur je povrch pokryt nerovnomérnou vrstvou oxidu.
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Vliv koncentrace vody v elektrolytu

V tomto piipadé byly pouzity elektrolyty se stabilni koncentraci fluoridovych iont. Tato
koncentrace Cinila 1,2 wt% NH4F. Tloustka titanové vrstvy byla jako u testovani vlivu
koncentrace fluoridovych iontd 500 nm. Obsah vody Vv elektrolytu se pohyboval
od 0 do 2 vol%. Elektrolyty byly v pribéhu oxidace neustale michany. Vlastnosti jednotlivych
elektrolyti pfed pouzitim jsou vypsany v Tab. 6. Na vSechny vzorky bylo aplikovano stabilni
napéti 20 V s nabéznou hranou 1 V/s. SEM charakterizace jednotlivych vzorkl jsou poté
zobrazeny na Obr. 9-8.

Tab. 6: Vlastnosti elektrolytii s riiznou koncentraci vody a konstantni koncentraci NH4F

Objemové % | Vodivost
H.,O [mS/cm] PH
0 2,16 6,93
0,3 2,21 6,97
0,5 2,23 7,01
1,0 2,31 7,03

koncentraci NH4F
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Koncentrace 1,2 wt% fluoridu amonného byla zvolena s ohledem na nejcastéji publikované
slozeni elektrolytu v dob¢, kdy jest¢ nebyly zndmy vysledky ptedchoziho zkouméni vlivu
koncentrace fluoridovych iontl. Povrchy byly pomoci SEM charakterizovany naraz.
Nejlepsiho vysledku bylo dosazeno pfi 0,5 vol% vody. OvSem uz i struktura vytvofena
v elektrolytu bez vody obsahuje viditelné trubicky. Tento vzorek vSak obsahuje vrchni
nepravidelnosti. Obdobn¢ je tomu i pii koncentraci 0,3 vol%. Pti vétsich koncentracich uz byl

elektrolyt pfili§ agresivni, coz je vidét u pravého spodniho snimku v Obr. 9-8.

9.1.3. Ty¢inkovité struktury

Ty¢inkovité struktury byly vytvofeny dvoukrokovou anodickou oxidaci s pomoci aluminové
Sablony. Schematické zobrazeni tvorby tyCinkovité struktury je zobrazeno na Obr. 9-9.
Nejdiive bylo aplikovano napéti 40 V pro tvorbu aluminové Sablony. Jak bylo zminéno
v teoretické c¢asti, hlinik se vyuziva kvili své vysoké schopnosti samoorganizace a snadné
vyrobé Sablony. Druhym krokem je samotné formovani TiO; tyc¢inek, kterého je dosaZeno
zvySenim napéti na 80 V. Proces probihal v 0,3 mol.I" kyseling tavelové pii chlazeni
na 10 °C.

Obr. 9-9: Schéma tvorby tycinkovité struktury pomoci aluminové Sablony [42]

Prvni zkuSebni vzorek byl vytvofen opravdu dvoukrokové, jelikoz bylo nutné zjistit
dobu trvani zformovani aluminové Sablony. Druhy, zkuSebni, byl poté vytvofen najednou,
vhodnym nastavenim aplikovaného napéti v Case. Vzorovad proudova kiivka tvorby

ty¢inkovitych struktur je zobrazen na Obr. 9-10.
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Obr. 9-10: Vzorovy pritbéh anodického proudu pri tvorbé nanotycinek s vyuzitim aluminové

Sablony

V ptipadé€ prvnich dvou zkuSebnich vzorki byla Sablona odleptavéana Vv leptadle, které je
sloZzeno z oxidu chromového, kyseliny fosfore¢né a vody, po dobu 10 minut pii 55 °C.
Po nasledné SEM charakterizaci se ov§em ukazalo, ze byly timto odstranény i TiO; ty¢inky.
Treti zkuSebni vzorek byl poté ponechan v tomtéz leptadle pouze poloviéni dobu,
tedy 5 minut. SEM charakterizace tfetiho zkusebniho vzorku je uvedena nize na Obr. 9-11.
Po odleptani Sablony byly tyto vzorky dvakrat oplachnuty v isopropylalkoholu a osuseny
vzduchem.

Obr. 9-11: SEM charakterizace struktury s nanotycinkami

Z Obr. 9-11 je patrné, Ze na povrchu V ptipadé leptani po dobu 5 minut dochazi v jistych
mistech k odstranéni jak Sablony, tak ty¢inek. Ty¢inky, které na povrchu ziistaly, jsou ovSem
ukotveny v tenké vrstvé aluminové Sablony. To naznacuje, ze takto vytvofena tyCinkovita

vrstva neni schopna stat samostatn¢.
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Vzhledem Kk odleptani TiO, vrstvy byly pro studium bunék vytvofeny vzorky,
které byly leptany pouze 4 minuty pii teplot¢ 55 °C. Prib¢h anodické oxidace i pouzitych
parametrd byl zachovan jako u prvnich tfech zkusebnich vzorki. Primérna sitka tyCinek byla
28 nm se smérodatnou odchylkou 5 nm. Hodnoty, ze kterych byl pocitan pramér, jsou
zobrazeny v piilohach v Tab. 7.

9.1.4. Nanotecky
Struktury s teckami byly vytvafeny stejné jako tyCinky za asistence aluminové Sablony
v elektrolytu z 0,3 mol.I" kyseliny §tavelové. Aplikovano bylo stabilni napéti o hodnotd
40 V po dobu 1000 s. Proces probihal v aparatuie s fizenym pratokem, pfi¢emz byl elektrolyt
chlazen na 10 °C. Alumina byla odleptdvana po dobu 5 minut pii 55 °C. Formovani této
struktury obsahuje v podstaté dva kroky. Prvnim krokem je vytvofeni aluminové Sablony
a poté nasleduje prostoupeni oxidové vrstvy titanu skrze aluminu a tvorbu TiO; tecek. SEM
charakterizace povrchu je uvedena nize. Po zkontrolovani zkusebniho vzorku bylo vytvofeno
deset vzorkl, za stejnych podminek, na nasledné studium chovani bunck. Primérné Sitka
tecky dosahovala hodnoty 50 nm se smérodatnou odchylkou 6 nm. Hodnoty, ze kterych byl
prumér pocitan, jsou zobrazeny v piilohach v Tab. 7. Primérna vyska tecky poté dosahovala

25 nm. SEM charakterizace vzorku je znazornéna na Obr. 9-12.

200 nm
|

Obr. 9-12: SEM charakterizace struktury s nanoteckami a) pohled shora b) pricny rez

9.1.5. Meéreni kontaktniho uhlu vrstev TiO,
Pomoci méfeni kontaktniho thlu byla charakterizovana smacivost nanostrukturovanych TiO,
povrchil pripravenych ke zkoumani interakce s buitkami MG-63. Kontaktni uhel byl méten

ptistrojem Phoenix 300 od firmy SEO. K vyhodnoceni byl poté pouzit program
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Surfaceware 8. Tekutinou tvofici kapku s pevné stanovenym objemem 500 ul byla DEMI
voda.

Smacivost byla uréena pro kompaktni hladkou (bariérovou) vrstvu TiO,, pfipravenou
v elektrolytu bez obsahu F ionti. Tento povrch byl vytvoifen kvuli lepSimu hodnoceni
vysledkt. Dale byl kontaktni uhel zméfen pro nanoty¢inky (Obr. 9-11) a nanotecky (Obr.
9-12). Hodnocen byl kazdy ptipraveny vzorek.

Kviili zlepSeni hydrofility povrchu byly vzorky podrobeny hodinovému ozatfovani UV
zafenim ve vodé. Ponofeni do vody zvySuje ucinek modifikace. Vysledné hodnoty
kontaktnich whli jsou primeérem jednotlivych hodnot. Vzhledem k tomu, Ze se hodnoty
jednotlivych vzorka liSily, je na Obr. 9-13 uveden zastupce, ktery se nejvice blizil
vypoctenému pruméru. Na Obr. 9-14 je znazornéna prumérna hodnota naméfeného

kontaktniho ihlu u jednotlivych struktur a také smérodatna odchylka.

. B

Obr. 9-13: Kontaktni uhly vzorkii bez modifikace a struktur po hodinovém ozareni UV
A) struktura s nanoteckami B) struktura s nanotycinkami C) hladky TiO,
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Obr. 9-14: Grafické porovnani hodnot kontaktniho wihlu nemodifikovanych vzorkii a vzorki
vystavenych UV zareni

Z Obr. 9-14 mlzeme pozorovat, ze ozafenim UV doslo u vSech struktur ke zmenSeni
kontaktniho uhlu. Nejvétsi pokles je patrny u struktur s nanotyCinkymi, nejmensi posléze
u kontrolnich vzorkli kompaktni vrstvy TiO,. Ac¢koliv doslo ke zlepSeni smacivosti povrchil,
prvotnim ocekavanim bylo dosazeni superhydrofilniho stavu [36], kdy se povrch stava
smacivy az do takové miry, Ze kapalina na povrchu nevytvoii kapku, ale zcela se rozlije.
Tohoto stavu se nam bohuzel dosdhnout nepodatilo v ramci testované jedné hodiny. Dosazeni
smacivejsiho povrchu by vyzadovalo delsi optimalizaci v ¢ase a také zjisténi stability udrzeni
smacivéjsiho povrchu v delSim casovém horizontu V piipadé hladkého nemodifikovaného
kontrolniho povrchu byl namétfen primérny thel o hodnoté 78° coz je o 20° vice nezZ je
publikovano napiiklad v literatufe [58]. Tento rozdil miZze byt zptusoben rozdilnou vrstvou
oxidu na povrchu nebo také metodou vyroby.

Kontaktni thly vzorkl stejné struktury se znacné liSily, coZ dokazuje, ze jednotlivé
vzorky nebyly dostatecné kvalitné reprodukovény, ackoliv byly vzdy vytvareny za stejnych
podminek. To, Ze se vzorky navzajem liSily, se projevilo také ve velkych odchylkach métfeni
pii kazdém dil¢im testu chovani bun€k na nanostrukturovanych povrsich.

Dalsi vliv by mohla mit ¢asova stabilita modifikace povrchu. Je totiZ mozné, ze zvysSeni
smacivosti povrchu dosazené pomoci UV zafeni nemusi byt stabilni v ¢ase, tak jak se uvadi
Vv literatufe [36]. Po Case by se povrchy mohly vracet do ptivodniho stavu, coz by mohlo mit
neblahy vliv na adhezi bunék. Casovou stabilitu modifikace povrchéi se nam bohuzel

s ¢asovych divodi nepodatilo naméfit.

9.2. Interakce bunék s nanostrukturovanymi povrchy

Interakce bunc€k s nanostrukturovanymi povrchy byla zkoumédna pouze u povrchil
vytvoienych za asistence aluminové Sablony (nanoty¢inky a nanoteCky) a na kontrolnim
vzorku s kompaktni bariérovou vrstvou TiO,. Porézni a tubularni struktury taktéz vyrobené
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k tomuto ucelu, které byly zminény v pifedchozi ¢asti prace, bohuzel s postupem cCasu
nanostrukturovanych povrchti na tenkou vrstvu titanu. DalS$im aspektem mohlo byt také
nekvalitni napraSeni ptivodni vrstvy titanu, které Cinilo problémy jiz pii vyvazeni slozek

elektrolytu pro vyrobu kvalitnich tubularnich struktur.

9.2.1. Adheze bunék na nanostrukturované povrchy
Adheze bun¢k na nanopovrchy byla pozorovéna po péti hodinach a posléze po 24 hodinach
od nasazeni bunék na testované povrchy. Pocet a zékladni morfologie byla zkoumana
optickym mikroskopem ve viditelné oblasti. Nasledné byly spocitiny jednotlivé bunky
a po 24 hodinach byl vyhodnocen pomér rozvétvenych navazanych bunék a bunék kulaté
morfologie. Zobrazeni bun¢k mikroskopem po péti hodinach je zobrazeno na Obr. 9-15.
Po 24 hodinach jsou poté buiiky na nanostrukturovaném povrchu zobrazeny na Obr. 9-16.

50 pm 50 pm 50 pm

Obr. 9-15: Buriky na nanostrukturovanych povrsich po Shodinové inkubaci A) nanotecky B)
nanotycinky C) hladky TiO,

Obr. 9-16: Buriky na nanostrukturovanych povrsich po 24hodinové inkubaci A) nanotecky B)
nanotycinky C) hladky TiO,
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Na Obr. 9-15 a Obr. 9-16 jsou patrné ruzné morfologic bunék. V pifipadé struktur
S nanoteCkami a nanotyCinkami se zde nachazi ve vétsi mife podlouhlé buiky a bunky
kruhové. To, ze je buinka kruhového tvaru muize naznaCovat, ze je adheze k povrchu slaba.
Taktéz podlouhly tvar mize naznacovat urCity bunécny stres ¢i migraci. U hladkého povrchu
bunky zaujimaji vice rozvétveny tvar, coz by mohlo naznacovat lepsi adhezni podminky pro
buiikky. Pouze morfologie ovSem nepotvrzuje, zdali je buiika 1 metabolicky aktivni.
Metabolizmus bunék byl proto hodnocen pomoci MTT testu proliferace a stanovenim aktivity
alkalické fosfatazy. Opticka mikroskopie ovSem neni idealni zobrazovaci modalitou pro
zobrazeni bunék. Morfologii bun€k jsme proto podrobnéji zkoumali v nasledujicich bodech,
kde byly buiiky zobrazeny pomoci SEM a také pomoci fluorescenéniho znaceni aktinu.

Grafické zndzornéni celkového primérného poctu bunék na struktufe prepocteného na
plochu 1 mm? a jejich smérodatna odchylka je zobrazeno na Obr. 9-17. P¥i pozorovani po 24
hodinéch je cervené vyznacen pocet bunck kruhové morfologie. Pocet hodnot, ze kterych jsou
hodnoty stanoveny, se lisil podle poétu nasnimanych obraz. Konkrétni hodnoty jsou uvedeny
Vv piiloze v Tab. 8 az Tab. 10.

80 T B 5 hodin
70 + 24 hodin

MW 24 hodin
60 + zakulacené

50 -+
40 + I

Poéet bunék/ mm?2

20 +
10 +

nanotecky nanotycinky hladky oxid titanicity

Obr. 9-17: Grafické vyjadrenti poctu bunék na nanostrukturovanych povrsich po 5 a 24
hodindch, cervené vyznacen pocet slabé adherovanych bunék

Nejvice zakulacenych bun¢k vykazuje povrch s nanoteCkami. Ackoliv byl tento povrch
nejvice smacivy, neposkytuje pro bunky vhodnéjsi alternativu nez je hladky oxid titanicity.
Na povrch s nanoty¢inkami se sice navazalo vice bun¢k nez na kontrolni hladky povrch,
ovSem i tento povrch vykazuje po jednom znacny pocet bun¢k s kulatou morfologii.

Tento test tedy pfiliS neprokdzal zlepSeni adheze bunc¢k na nanostrukturovanych
povrsich. Presnéj§i stanoveni a potvrzeni poctu adherovanych bunék, jako 1 pocet
morfologicky odlisnych buné¢k, by vyzadovalo vice nezavislych vzorkt a detailné;jsi studium,

coz by souviselo s casovou ndro¢nosti tohoto experimentu. Tento vysledek také vyvraci

49



piimou souvislost smacivosti na adhezi bun¢k. Nicméné pokud vezmeme v potaz nestabilitu
UV osetfen¢ho povrchu, povrchovd zména mohla byt pfi¢inou urcitého stresu v bunkach,

coz vedlo k jejich zméné tvaru na zakulaceny.

9.2.2. Stanoveni morfologie bunék
Pro lepsi zobrazeni morfologie bunék na nanostrukturovanych povrSich byly bunky
po 24 hodinové kultivaci zafixovany a zobrazeny pomoci rastrovaciho elektronového

mikroskopu a barvenim aktinovych vlaken bunéného cytoskeletu.

Fluorescen¢ni znaceni aktinu

Aktin byl zobrazen pomoci faloidinového barviva ActinGreen s excitacni vinovou délkou
488 nm. Snimky fluorescen¢né znacenych bunek jsou zobrazeny na Obr. 9-18 a na Obr. 9-19

kde je 1épe patrna organizace aktinovych vlaken.

Obr. 9-18: Bunky s fluorescencné znacenym aktinem po 24hodinové kultivaci A) nanotecky
B) nanotycinky C) hladky oxid titanicity

Obr. 9-19: Detail bunék s fluorescencné znacenym aktinem po 24hodinové inkubaci
A) nanotecky B) nanotycinky C) hladky oxid titanicity
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Z Obr. 9-18 je patrné, ze v piipadé nanoteCek a nanotyCinek nejsou bunky tolik rozvétvené
jako na hladkém povrchu. V obou ptipadech nanostrukturovaného povrchu se bunky nachézi
spiSe v podlouhlé morfologii, zatimco u hladkého povrchu pievazuji buiky rozvétvené
morfologie. Z toho lze usuzovat, Ze hladky povrch oxidu titani¢itého poskytuje lepsi prostiedi
pro adhezi buriky neZ nanoteCky a nanotyéinky. Z detailngjSiho snimku na Obr. 9-19 je
patrné, Zze aktinova vladkna nejsou organizovand a neni nijak viditelna zména v produkci
aktinu. Evidentni je charakteristickd vrstva aktinovych vldken pod bunéénou membranou.
Buiiky na vsech tiech povrsich vykazuji vybézky (filopodia a lamelipodia), coz znac¢i dobrou
adhezi. Detailnéj$i zkoumani by vyzadovalo optimalizaci v technice fixovani a barveni
aktinovych vlaken a mikroskop slepSim rozlisenim, abychom mohli Iépe zobrazit
a vyhodnotit organizaci aktinovych vlaken. V dal§im studiu by bylo vhodné obarvit protein
fokalnich kontaktd jako je vinculin. Zde bychom mohli 1épe vidét a zhodnotit, jak silna je
adheze bunék k ptislusnému povrchu. V dostupné literatuie [58] bylo publikovano, Ze hladky
povrch oproti povrchiim zdrsnénym byl po jednom dni kultivace ptiznivéjsi pro bunky. Buiiky
na ném zabiraly mnohem vé€tsi plochu, coz znaéi vétsi rozprostieni a lepsi adhezi. To bylo
potvrzeno i v naSem piipad¢ porovnani hladkého povrchu oxidu titani¢itého se strukturou

nanotecek a nanotycinek.

SEM charakterizace bunék
Dehydratované buinky zobrazené touto technikou jsou zobrazeny na Obr. 9-20. Tyto bunky
byly fixovany jako v pfipad¢ fluorescencniho znaceni po 24 hodinové kultivaci. Buiikky byly
zobrazeny pomoci zdroje sekundarnich elektroni. Navic jsou buiiky mikroskopovany
bez pokoveni, coz ma za nasledek zhorSenou kvalitu snimki a detailngj$i zobrazeni

bunécnych struktur. Nicméné i ptesto je zobrazeni pro tuto praci dostatecné.

Obr. 9-20: SEM charakterizace bunék rozvétvené morfologie na TiO, povrsich A) nanotecky
B) nanotycinky C) hladky TiO,
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Obr. 9-21: SEM charakterizace A) buiika s podlouhlou morfologii a charakteristickymi
vybézky lameliopodii B) filopodium (Sipka)

Na Obr. 9-20 mizeme vidét rozvétvené bunky na vSech zkoumanych povrsich.
U nanotecek,nanoty¢inek i u hladkého povrchu jsou zietelné struktury zvané lamelipodia,
které jsou mimo jiné i znakem dobré adheze. Na Obr. 9-21 B) jsou poté viditelna filopodia.
Opét se potvrzuje jako u fluorescencniho znaceni aktinu, Ze bunky na hladkém povrchu
dosahuji vétSiho a mnohonasobnéjSiho rozvétveni. Jednotlivé bunky také zabiraji vétsi
plochu. U nanostrukturovanych povrcha se také ve vétsi mife nachazi bunky podlouhlého
tvaru, které maji morfologii ktera je zobrazena na Obr. 9-21 A). | v tomto ptipadé tedy nebylo
potvrzeno, Ze by nanostrukturované povrchy poskytovaly pro butiku lepsi prostredi.

Oproti nanotubularnim  strukturam, které =zlepsuji adhezi [19] tedy struktury
S nanoty¢inkami a nanoteCkami nevykazuji tendenci ke zlepSeni adheze. S rostouci vyskou
ty¢inek by mélo klesat rozprostirani bunék [59], to by ovSem naznaovalo lepsich vysledkt

Vv pfipad€ nanotecek oproti ty¢inkam. Tento trend se nam tedy potvrdit nepodafilo.

9.2.3. Proliferace bunék na nanostrukturovanych povrsich

Proliferace bun¢€k byla hodnocena pomoci MTT testu po 4, 24, 48 a 72 hodinach. Pro ptfevod
hodnot absorbance na pocet bunék byla vytvofena kalibra¢ni kiivka. Tato kiivka je
znazornéna na Obr. 9-22. V kazdém ¢asovém intervalu, byl hodnocen jeden nebo dva vzorky
pfislusné struktury. MTT bylo s buitkami inkubovano vzdy 4 hodiny pii 37 °C. Absorbance
byla méfena pifi 570 nm a poté prevedena na pocet podle kalibra¢ni kiivky. Vysledné
prumérné pocty bunék po prislusném c¢asovém intervalu jsou znazornény na Obr. 9-23.
Hodnoty jsou vypocitany z jednoho nebo dvou vzorkl ptislusné nanostruktury. Konkrétni
hodnoty jsou uvedeny v ptilohach v Tab. 14.
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Obr. 9-22: Kalibracni kifivka pro prevod absorbance vzniklého formazanu na pocet bunék u
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Obr. 9-23: Grafické znazorneni vysledkit MTT testu V poctu bunék po 4, 24, 48 a 72 hodindch
kultivace na nanostrukturdch

ZMTT testu proliferace vyplyva, ze nanostrukturované povrchy s nanoteckami
a nanotyC¢inkami nepodporuji proliferaci bunék. V pifipadé nanotecek byl po prvnim dnu
patrny velky narast poctu bun¢k. Po tomto prvotnim ndb&hu ovSem nastal pokles, ktery se
potvrdil 1 po 72 hodinach inkubace. S ¢asem tedy doSlo ke snizeni poctu Zivych buné¢k
na povrchu s nanoteckami. V pfipadé tyCinek nastal znacny pokles jiz po jednom dni
inkubace. Ackoliv se na tomto povrchu nachazelo po 4 hodindch nejvice bunék, s ¢asem

pocty pouze klesaly. To naznaCuje odumirani bun¢k na povrchu, coz je nezadouci jev.
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Nejlépe dopadl opét hladky povrch oxidu titani¢itého, ktery jako jediny prokazal mirné
stoupajici tendenci, nicméné po Ctyfech dnech pocet bunck zacal klesat.

Pokles proliferace bun¢k v case mize mit vztah zvySe uvadénou nestabilitou
modifikace smacivosti povrchi pomoci UV zafeni. Oproti tubularnim strukturam
publikovanym v literatuie [60], kde ve vSech piipadech struktur s rozlicnym primérem trubek
proliferace s c¢asem rostla. V naSem piipadé nanostrukturovanych povrchti v podobé
nanoteCek a nanotycinek pouze klesala. Tento test tedy neprokazal zlepSeni proliferace bunék
na zkoumanych povrsich. Kazdopadné vysledky nemusi byt jednoznacné, protoze jsou zde
velké odchylky dané malym poctem testovanych vzork (napt. pouze jeden u hladkého
povrchu a maximalné dva pro ostatni struktury). To vnasi do vysledkli zna¢nou chybu, tudiz
I tento experiment by bylo nutné zopakovat pro zisk vérohodnéjsich dat.

9.2.4. Stanoveni aktivity alkalické fosfatazy
Markerem diferenciace a proliferace bunétné linie MG-63 je alkalicka fosfataza. Tento
enzym je mozné stanovovat pomoci enzymatické reakce, kdy je vysledny produkt mozné
kolorimetricky mé&fit pii vinové délce 405 nm. K hodnoceni aktivity ALP je nutné sestavit
kalibra¢ni kiivku, ktera nam udava zavislost absorbance na koncentraci vzniklého produktu.
Tato kiivka je znazornéna na Obr. 9-24. Pii méfeni je nutné striktni dodrzeni cCasu,
po ktery enzym se substratem v podob¢ p-nitrofenyl fosfatu (pNPP) reaguje. Proto je po této
dob& do roztoku pfidavan tzv. stop roztok, ktery reakci zastavi, aby bylo mozné jednotlivé
vzorky porovnavat. Aktivita alkalické fosfatdzy byla métena po 48 a 72 hodinach kultivace
bunék na povrSich. Absorbance vysledného zluté zbarveného produktu byla méfena
pii 405 nm po 4 hodinach inkubace se substratem. Tato doba odectu byla navySena, oproti
1 hodiné u kalibra¢ni kifivky, z diivodu nizké produkce ALP nebo malé aktivity enzymu.
To znamend, ze hodnoty vzniklého produktu byly pod mezi detekce. Prodlouzenim casu
inkubace jsme prodlouzili ¢as pottebny pro pfeménu substratu a vzniku produktu

do méfitelnych hodnot.
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Obr. 9-24: Kalibracni kiivka pro stanoveni koncentrace premenéného p-nitrofenolu

Pomoci této kalibra¢ni kiivky lze zjistit koncentraci produktu reakce pNPP (substrat)
senzymem ALP. Jednotlivé koncentrace je poté nutné prepocitat na aktivitu alkalické
fosfatazy podle rovnice (14), kde se bere v uvahu pravé ¢as reakce a objem vzorku. Nize je
uveden ptiklad pro prepocet absorbance pNP na aktivitu ALP v U/ml. Konkrétni hodnoty

nalezi buitkam na nanoteckovité strukture po 48 hodinové kultivaci.

Koncentrace pNP: A= 0,00105 umol
Doba reakce: 7'= 240 min
Objem vzorku: V=0,08 ml

A/T 1,05-107%/240

— .10-6 —
7 0.08 =54,69-10 0,054 U/l

ALP aktivita =

Vysledny primér a smérodatné odchylky vypocitanych aktivit jsou zobrazeny pomoci
sloupcového grafu na Obr. 9-25. Hodnoty vSech naméfenych a piepocitanych dat jsou
uvedeny v prilohach v Tab. 16 a Tab. 17.
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Obr. 9-25: Grafické vyjadrent aktivity alkalické fosfatizy na nanostrukturovanych povrsich

Stanoveni aktivity alkalické fosfatazy, diky které je mozné hodnotit diferenciaci a proliferaci
bunék opét prokazal klesajici trend u zkoumanych nanostrukturovanych povrcha.
Ackoliv po 48 hodinach inkubace byla aktivita nejvétsi u nanoty¢inek, po 72 hodinach nastal
pokles hodnot. Tento trend koresponduje s MTT testem proliferace. | v piipadé nanotecek
doslo k poklesu, avSak ne tak rapidnimu. Jako v pfipadé zkoumani morfologie
buné¢k a testovani proliferace, vykazoval stoupajici zavislost pouze hladky povrch oxidu
titani¢itého. Nicméné zaznamenany narust ALP v 72 hodiné nekoresponduje s poklesem
poctu bun¢k u MTT testu. Zde by mohlo jen dojit ke zvySeni produkce ALP ptezivSich bunék
na hladkém povrchu. Opét je zde diskutovatelny pocet a kvalita testovanych vzorkd,

aby mohly byt hodnoty Iépe interpretovatelné, jasné a statisticky obhajitelné.

9.3. Shrnuti vysledkii a rozbor vzniklych komplikaci

Nejvétsi komplikaci v rdmei vypracovani této diplomové prace byla degradace vytvoienych
nanoporéznich povrchi, které mély byt nasledné podrobeny studiu chovani bunék na tomto
povrchu. Z ¢asového hlediska poté nebylo mozné struktury vyrobit znovu. Z toho diivodu jsou
V praci hodnoceny pouze struktury vytvafené pomoci dvoukrokové anodické oxidace
za ptispéni Sablony z oxidu hlinitého.

Pro studium chovéani bunck byly vytvoreny struktury s velkymi poéry, které jsou
zobrazeny na Obr. 9-4 a). Nestabilita téchto velkych poréznich struktur mohla byt zpisobena
predevsim vysokym napétim pii vyrob&. Spole¢né s tim mohl byt problém v tom, Ze struktury
byly vytvafeny na tenkych vrstvach, coz v kombinaci pravé s vyvijenym napétim vrstva
nevydrzela. Struktury se tedy staly nestabilni. Po nékolika tydnech dosSlo k rozruseni

nanostrukturovaného povrchu a k odloupnuti svrchni ¢asti. Naptiklad pfi vyrobé porézni

56



struktury pti 100 V na ptivodni vrstve titanu a tloustce 900 nm doslo k popraskani povrchu jiz
pti vyrobé. Toto poskozeni je zobrazeno na Obr. 9-26 nize.

Obr. 9-26: Znehodnoceny povrch porézni struktury vytvarené pri 100 V na piivodni vrstvé
3x300 nm.

Dal$im problémem téchto vzorkli mohl nastat jiz ve zplsobu naprasovani. Pivodni
vrstva titanu byla totiZ naprasSovana ve trech krocich postupné po 300 nm. To mohlo zplsobit
nekompaktnost vrstvy a tim i pozd&jsi nestabilitu. Z Obr. 9-3 jsou také patrné zrnovité
artefakty, které se na této piivodni vrstvé nachazeji. Tato ,,zrna“ poté zplisobuji nerovnomérné
plsobeni iontil, coZ mohlo téZ ptispét k nestabilité struktur.

Tykajici se malych poréznich struktur (Obr. 9-5 b) s otvory okolo 25 nm, struktury
degradovaly pravdépodobné z divodu velmi tenké ptivodni vrstvy titanu. U téchto vzorkt
totiz dosahovala pouhych 200 nm. Tyto struktury na vzduchu vydrZely. Problém nastal
po ponofeni do kultivaéniho média, kde doslo opét k odloupani horni vrstvy. Problém mohl
také nastat opét ve zplisobu napraSovani na kiemikovy substrat.

V piipad¢ tubularnich struktur byl problém jiz v samotném vyvazeni slozek elektrolytu
tak, aby bylo dosazeno kvalitni tubularni struktury. Po dosazeni vhodného poméru slozek
elektrolytu, kdy bylo dosazeno rovnovahy oxidace a leptani na jedné sad€ napraseného titanu
se nepodafilo reprodukovat vysledky na jiné sad¢€, ackoliv obé sady mély mit napraSenou
vrstvu titanu o tlousStce 500 nm. Nebylo tedy mozné tubuldrni struktury vytvofit, jelikoz by
bylo nutné vyvazovat elektrolyt specidln€ pro jednu danou sadu napraSené vrstvy.

Kvili vySe zminénym komplikacim byly pro studium chovani bun¢k pouzity pouze
nanoteCky a nanotyCinky. Tyto dvé struktury byly pro hodnoceni srovnavany s hladkym
povrchem oxidu titanicitého.

Prvnim krokem pro hodnoceni bunécné interakce byla charakterizace smacivosti téchto
povrchii pomoci méteni kontaktniho uhlu. Pomoci UV zafeni byly povrchy modifikovany tak,
aby se staly vice hydrofilnimi. Pfedpokladaného stavu superhydrofility dosazeno nebylo,
avSak k poklesu kontaktniho uhlu doslo u vSech struktur. Méfeni kontaktniho uhlu bohuzel
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ukazalo, ze se jednotlivé struktury nepodatilo zcela bezchybné reprodukovat. Tento fakt
poté Cinil problémy v hodnoceni jednotlivych testi na bunéénou adhezi, proliferaci
a diferenciaci. To se odrazilo také v odchylkach zméfenych hodnot.

Bunécna adheze byla zkoumana po 5 a 24 hodinach inkubace pomoci optického
mikroskopu. Pocet bun¢k byl nejvétsi na struktute s nanoty¢inkami. Pocet slabé adherovanych
bun¢k byl oproti kontrolnimu hladkému povrchu zna¢né¢ vétSi na nanostrukturovanych
povrsich. Tento vysledek tedy neprokazuje zvySenou podporu adheze. Proto byla zkoumana
i morfologie bun€k pomoci fluorescens¢niho znaceni a také zobrazeni bunék pomoci SEM.
Zobrazeni bunék témito zplsoby opét naznacilo, ze hladky oxid titaniCity je
oproti zkoumanym nanostrukturam pro bunky pfiznivéjsi.

MTT test proliferace i test aktivity alkalické fosfatazy ukazaly klesajici trendy v poc¢tu
zivych navédzanych bunc¢k na zkoumané nanostrukturované povrchy. To znamena postupné
odumirani bunék na povrsich, ackoliv prvotni hodnoty pievysSovaly kontrolni hladky povrch
vice nez dvojnasobné. Stoupajici tendenci, tedy mnozeni a postupné navySovani poctu bunék
prokazal pouze hladky oxid titani¢ity. U ALP aktivity tedy mlZzeme fici,
7e nanostrukturované povrchy mohly vést k vys§i produkci ALP oproti hladkému
po 24 hodinach. Po 72 hodinach aktivitu mohl poznamenat fakt odumirani bunék.
Kazdopadn¢ u hladkého povrchu se viceméné pracovalo pouze s jednim vzorkem, coz urcité
ma velky podil na spravnosti ¢i pfesnosti ziskanych dat.

V casovém sledu experimentid bylo jako posledni provadéno hodnoceni morfologie
buné¢k pomoci SEM. Z detailniho snimku bylo patrné, Ze béhem manipulace se vzorky doslo
béhem experimentd k odstranéni ty€inek oxidu titaniCitého. Po této struktufe zlstaly pouze
velice mélké prohlubné. Z tohoto diivodu nelze ptesné interpretovat vysledky, jelikoZ nevime,

ve kterém Casovém okamziku doslo k odmyti ty¢inek. NanoteCky ovSem zustaly stabilni.
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Z7.avér

Diplomové prace se zabyvala vyrobou nanostrukturovanych povrcht TiO; na tenké vrstveé
titanu a naslednym studiem chovani bun¢k na téchto strukturach. V teoretické Casti je
zpracovana teoreticka reSerSe vyroby nanostruktur metodou anodické oxidace. U této metody
je popsan detailn€j$i postup vyroby a vliv vnéjsich faktorii na geometrické parametry
nanostrukturovanych povrchi. Je zde zminéna také charakterizace nanostrukturovanych
povrchi, kterymi je zobrazeni pomoci rastrovaciho elektronového mikroskopu a urceni
smacivosti pomoci meétfeni kontaktniho thlu. Dale prace obsahuje piehled vyuziti TiO-
nanostruktur v oblasti biomediciny a popis interakce bunék s povrchem a také moznosti
modifikace povrchu pro zlepSeni této interakce. Teoreticka ¢ast je uzaviena popisem metod
pro zkoumani chovéni buné¢k, které zahrnuje testy adheze, zobrazeni a zkoumani morfologie
bunék, testy proliferace a diferenciace.

V praktické casti bylo vytvoreno nékolik nanoporéznich a nanotubularnich struktur
pomoci piimé potenciostatické anodické oxidace. U téchto struktur je dobie patrny vliv
napéti, kdy s rostoucim napétim klesa doba anodizace a do urcité hodnoty napéti roste primeér
pord. Pro nasledné zkoumani chovani bunék byly vytvofeny dva typy nanoporézni struktury.
Ptipravené struktury se ovS§em nejspise vlivem vysokého napéti na tenkou vrstvu titanu staly
nestabilni a proto k testovani bunék nebyly vyuzity. Dale byly vytvofeny nanotubularni
struktury, kde byl zkouman vliv fluoridovych ionti a vliv koncentrace vody v elektrolytu.
Bylo prokazano, Ze i mald zména koncentrace ma velky vliv na vyslednou strukturu.

Jako dalsi byly vytvofeny tyCinkovité struktury s vyuzitim Sablony z Al,O3. U téchto
struktur je stézejni proces odstranéni aluminové Sablony tak, aby nebyla poSkozena titanova
oxidova vrstva. Pfi Uplném odleptani Sablony nebyly ty€inky schopny samostatné stat.
Proto byly vytvoteny struktury s nedokonale ostranénou Sablonou, kterd slouzi k ukotveni
tyCinkovité struktury. Stejnou metodou byly vytvofeny také nanotecky.

Studiu chovani bun¢k byly tedy podrobeny pouze struktury v podobé nanotecek
a nanotyCinek vytvafené pomoci aluminové Sablony. Jako kontrolni povrch, pro lepsi
hodnoceni, bylo vyuzito hladké vrstvy oxidu titani¢itého, vytvotfeného anodickou oxidaci
bez ptidavku fluoridovych iontd.

Hodnoty kontaktniho thlu pro hodnoceni smacivosti povrchu byly nejlepsi u struktury
s nanoteckami, kde kontaktni tthel dosahovat hodnoty 52 °. Proto byla provedena modifikace
povrchi UV zafenim. Po ozafeni poklesla hodnota kontaktniho thlu u vSech tfech
hodnocenych povrchii. Nejvice se zhydrofilizoval povrch s nanoty¢inkami, kde doslo
k poklesu hodnot z 94 © na 39 °.

Test adheze bun€k na nanostrukturovanych povrSich po 5 a 24 hodinach inkubace
vykazoval zvySeni poctu bun¢k ovSem s velkym pomérem slabé adherovanych bunék oproti
kontrolnimu hladkému povrchu. Mensi podporu adheze oproti hladkému TiO, prokazala

i vizualizace buné€k fluorescenénim znaCenim aktinu a zobrazeni pomoci rastrovaciho
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elektronového mikroskopu. Buiikky na hladkém povrchu byly mnohem vice rozprostieny
a zabiraly vétsi plochu povrchu.

Dale byl proveden MTT test proliferace. Proliferace byla métena po 4, 24, 48 a 72
hodinach inkubace. V ptipadé nanotecek doslo po 24 hodinové inkubaci k velkému néb&hu
a nasledné k poklesu poctu zivych bunék. U nanotyc¢inek byl zaznamenan pouze pokles. Tyto
vysledky prokazuji, ze tyto povrchy nezlepSuji bunéfnou proliferaci. To potvrdil i test
diferenciace pomoci méfeni aktivity alkalické fosfatazy. Opét doslo u obou
nanostrukturovanych povrchi  k poklesu hodnot v case. Méfenim ALP aktivity
po 48 hodinach bylo prokazano, ze vyssi aktivita je u nanopovrcht nez u hladkého povrchu.
Po 72 hodinach zde byl jiz vliv postupného odumirani bun¢k. Naopak u hladkého povrchu
s menSim poctem buné€k aktivita ALP mirn¢ nartistala.

Pfi poslednim méfeni, kterym bylo hodnoceni morfologie bun¢k pomoci SEM, bylo
zjisténo, ze v prib&hu experimentli doslo k odstranéni nanoty¢inkovité struktury. Z tohoto
divodu nemiizeme povazovat dosazené vysledky u této struktury za pritkazné. Nanoteckovita
struktura vSak neprokézala zlepSeni adheze a proliferace bunck. Tato prace ukazala urcity
mozny trend interakce bunék s nanostrukturovanymi povrchy. Nicméné hodné prace
Vv budoucnu musi byt udélano ve zlepSeni pfipravy nanostruktur a navysSeni poctu vzorki

pro statistické vyhodnoceni, abychom mohli spravné interpretovat dosazené vysledky.
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Tab. 7: Velikosti porii u poréznich struktur a sirka nanotecek a nanotycinek

napéti velikost pora [nm] .. | smérodatna
M [T T 21312157167 7" | odhylka
40 | 62 | 51 | 59 | 49 | 49 | 54 | 57 | 54 5
S| 50 [ 61|49 [ 50 | 46 | 58 | 53 | 49 | 52 5
“ | 60 |64 | 53 | 54 | 48 | 60 | 46 | 45 | 53 7
= 80 | 6L | 56 | 53 | 47 | 67 | 52 | 48 | 55 7
? S| 100 [ 56 | 62 | 64 | 50 | 57 | 62 | 58 | 58 4
2 120 | 59 | 47 | 56 | 55 | 48 | 56 | 53 | 53 4
40 | 14 | 13 | 17 | 11 | 13 | 16 | 14 | 14 2
o| 50 [22[2a 1925 271922 3 3
N[760 [ 31 |3 | 26| 32 |3 19| 25| 28 5
struktura Sifka [nm]
nanotecky | 44 | 45 | 61 | 52 | 48 | 42 | 52 | 49 6
nanotyinky | 29 | 33 | 32 | 20 | 24 | 31 | 24 | 28 5

Tab. 8: Adheze bunék vyjddiend poctem bunék na plochu 2,37 mm? po 5 hodindch inkubace

struktura pocet adorovanych bunék primér | Smérodatna odchylka
nanotecky 69 | 111 | 101 | 119 | 151 | 118 113 20
nanotyCinky | 124 | 144 | 115 | 86 | 111 | 98 112 27
hladky TiO, | 72 | 79 76 4

Tab. 9: Pocet adherovanych bunék na 2,37 mm? po 24 hodinach inkubace

struktura pocet adherovanych bunck primér | smérodatna odchylka
nanotecky 75 | 62 | 114 84 22
nanotyCinky | 125 | 143 | 98 | 104 | 81 | 89 107 21
hladky TiO, | 104 | 94 | 89 | 99 97 6

Tab. 10: Pocet adherovanych bunéek kulaté morfologie na 2,37 mm? po 24 hodinach inkubace

struktura pocet adherovanych bunék prumér | Smérodatna odchylka
nanotecky 46 29 55 43 11
nanoty¢inky | 40 | 62 | 29 | 23 | 23 | 18 33 15
hladky TiO, | 4 3 1 2 3 1

66



Tab. 11: Pocet adherovanych bunék prepoctenych na plochu 1 mm?

5 nanotecky nanotycinky hladky TiO,
cas
. . smérodatna . smérodatna . smérodatna
kultivace | pramér prameér pramér
odchylka odchylka odchylka
5 hodin 47 10 48 8 32 2
24 hodin 35 9 45 9 41 2
24 hodin
18 5 14 6 1 1
zakulacené

Tab. 12: Nameérené hodnoty pro sestaveni kalibracni kiivky pro MTT test proliferace

pocet bun¢k/jamku | kontrolni 1000 5000 1 0000 50 000 100 000
1 0,042 0,015 0,083 0,150 0,432 0,587
triplikace 2 0,043 0,023 0,104 0,137 0,496 0,622
3 0,043 0,035 0,087 0,105 0,496 0,603
pramér 0,043 0,024 0,091 0,131 0,474 0,604
smérodatna
0,008 0,009 0,019 0,030 0,014
odchylka

Tab. 13: Hodnoty kontrolniho méreni u stanoveni aktivity alkalické fosfatdizy

méfeni | kalibracni kiivka | 48 hodin kultivace | 72 hodin kultivace
1 0,070 0,069 0,056
2 0,068 0,070 0,057
prumér 0,069 0,070 0,057
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Tab. 14: Hodnoty absorbance formazanu u MTT testu proliferace a prepoctené hodnoty na
pocet bunek podle kalibracni krivky

o piepocet na koncentraci podle
meérfeni absorbance formazanu ) )
kalibra¢ni kfivky
Kultivace L 5 .. | Smérodatna L. Smérodatna
ramer ramer
9 P odchylka P odchylka
)% 4 hodiny | 0,222 | 0,075 | 0,148 0,074 21143 10500
= 24 hodin 0,639 | 0,481 | 0,560 0,080 79929 11285
;% 48 hodin 0,422 | 0,418 | 0,420 0,002 59929 286
:<Zt 72 hodin 0,232 | 0,226 | 0,229 0,003 32643 429
fepocet na k traci podl
méfeni absorbance formazanu prepoce r'la Oncen' LR
kalibra¢ni kfivky
Kultivace L 5 . . | smérodatna .. smérodatna
ramer ramer
§ P odchylka P odchylka
)é 4 hodiny | 0,776 | 0,470 | 0,623 0,153 88929 21859
E 24 hodin 0,317 | 0,184 | 0,250 0,067 35714 9500
% 48 hodin 0,120 | 0,334 | 0,227 0,107 32357 15286
:<ZC 72 hodin 0,157 - 0,157 - 22357 -
o piepocet na koncentraci podle
méfeni absorbance formazanu i )
kalibra¢ni kiivky
) . smérodatna . smérodatna
kultivace 1 2 prameér prameér
S odchylka odchylka
= 4 hodiny | 0,090 - 0,090 - 12786 -
Q 24 hodin 0,225 | 0,063 | 0,144 0,081 20500 11571
% 48 hodin 0,140 | 0,308 | 0,224 0,084 31929 12000
E 72 hodin 0,144 - 0,144 - 20500 -
Tab. 15: Kalibracni krivka pro stanoveni aktivity ALP
koncentrace pNP [nmol] 4 8 12 16 20
i 1 0,265 0,562 0,848 1,106 1,362
duplikace
2 0,272 0,564 0,842 1,119 1,372
prameér 0,269 0,563 0,845 1,113 1,367
smeérodatna odchylka 0,004 0,001 0,003 0,007 0,005
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Tab. 16: Hodnoty absorbance pNP pro stanoveni aktivity alkalické fosfatdzy a prepocet na

koncentraci pNP podle kalibracni kiivky

méfeni absorbance

piepocet na koncentraci pNP

N podle kalibra¢ni kiivky
>LM) Kultivace L 5 orimér smérodatna oramér smérodatna
B odchylka odchylka
E 48 hodin 0,069 | 0,077 | 0,073 0,004 1,050 0,058
<ZC 72 hodin 0,064 | 0,050 | 0,057 0,007 0,819 0,101
" piepocet na koncentraci pNP
> Méfent absorbance podle kalibragni kiivky
,5 Kultivace 1 5 orimer smérodatna — smérodatna
- odchylka odchylka
% 48 hodin 0,060 | 0,117 | 0,088 0,029 0,066 0,021
<ZC 72 hodin 0,034 | 0,052 | 0,043 0,009 0,032 0,006
mfeni absorbance prepocet na koncentraci pNP
~ podle kalibra¢ni kiivky
'8 ) smérodatna smeérodatna
o kultivace 1 2 prameér prameér
@ odchylka odchylka
9,1 24 hodin 0,014 - 0,014 - 1,275 0,410
E 72 hodin 0,046 - 0,046 - 0,659 -

Tab. 17: Prepoctené hodnoty koncentrace pNP na aktivitu alkalické fosfatdizy

kultivace pramér [U/I] smérodatna odchylka
nanotecky 48 hodin 0,054 0,003
72 hodin 0,042 0,005
kultivace pramér [U/I] smérodatna odchylka
nanoty¢inky | 48 hodin 0,066 0,021
72 hodin 0,032 0,006
kultivace pramér [U/I] smérodatnéd odchylka
hladky TiO. | 48 hodin 0,010 -
72 hodin 0,034 -
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